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Les travailleurs qui, vers 1903, fréquentaient le laboratoire du 
professeur G. Bertrand, n’ont pas perdu le souvenir du collégue 
qui nous a quittés le 2 février dernier et qui, & ce moment, aprés 
un brillant internat en pharmacie, venait d’entrer A 1’ Institut 
Pasteur comme pharmacien de l’hdpital. Les loisirs de ce poste 
hu permirent, en effet, de fréquenter trés assidtiment le labora- 
toire de Chimie biologique de 19083 a 1906; au cours de 
son initiation aux techniques délicates des dosages chimiques, ses 
qualités d’ordre, son adresse furent appréciées et, sous la direc- 
tion du professeur G. Bertrand, il mit au poimt un_ procédé 
d’extraction des alcaloides des feuilles de coca, envoyées d’Indo- 
Chine par le D* Yersin. 

Les expériences sur le traitement de la maladie du sommeil 
(1909), entreprises & lhdpital Pasteur par le D" L. Martin et le 
D* H. Darré, lui fournissent Poccasion d’étudier le mode d’élimi- 
nation de l’atoxyl dans les urimes et dans les feces, par la méthode 
de Bertrand et Vamossy ; il démontra que |’élimination maxima 
se produit dans les six premiéres heures gui suivent l’injection 
et que la quantité. totale éliminée atteint a peine la moitié de 
Varsenic injecté. Vers la méme époque, et par le méme procédé, 
il étudie l’élimination, aprés injection sous-cutanée, de l’arséno- 
phénylglycine, employée par MM. Mesnil et Kérandel dans le trat- 
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lement des infections & T. gambiense ; le maximum de |’élimi- 
nation ne se produit avec ce corps que vers le quatriéme jour. 

Jusqu’en 1913, il travailla plus spécialement au laboratoire de la 
Diphtérie et du Tétanos et fut pour moi un collaborateur précieux, 
lant pour la préparation de la toxine télanique que pour le dosage 
des sérums 4 |’annexe de Garches. 

En avril 1913, aprés le décés de M. Yvon, Tendron fut appelé 
par M. Roux et le D™ L. Martin 4 recueillir sa succession au poste 
de pharmacien responsable, chargé de la direction des services 
commerciaux de la Sérothérapie et, en 1919, la direction des ser- 
vices de vente des produits vétérinaires lui fut confiée. 

Entre temps, au mois de septembre 1914, il fit partie, avec 
M. Ramon et moi-méme, de l’équipe envoyée 4 Toulouse pour y 
préparer des sérums pendant la guerre; il y organisa le service de 
conditionnement et, A plusieurs reprises, il assura le retour 4 Paris 
des réserves évacuées au début de la guerre. 

Depuis 1909 il avait accepté le poste de trésorier de la Société 
de Pathologie exotique; il remplit la méme fonction pour la Ligue 
internationale du Trachome, charges qu'il conserva jusqu’en 1939. 

Son désintéressement absolu, son obligeance inépuisable, sa 
eaielé, dominent le souvenir que nous gardons de cet aimable co!- 
leégue dans les différentes situations, souvent lourdes de responsa- 
bilité, qu’il a occupées & l'Institut Pasteur, aussi bien au Jabora- 
loire du professeur G. Bertrand, oti son entrain et sa jovialité s’ins- 
piraient assez souvent des souvenirs de son internat en pharmacie 
assez proche, que dans ses fonctions de trésorier de la Société 
de Pathologie exolique, ott sa franchise se manifestait parfois par 
une certaine causticité, sans méchanceté, vis-a-vis de collégues 
acceptant mal la plaisanterie. Dans cette derniére charge, i! maniait 
peu les foudres des statuls, il savait patienter, et son tact, sa bonne 
humeur obtenaient souvent plus de résultats qu’un rappel fulgurant 
du réglement. 

Ses derniéres années furent assombries par le développement 
progressif de VPaffection qui devait l’emporter. Une fracture du 
femur, a la suite d’un accident de bicyelette, Vavait immobilisé 
pendant ces derniers mois sans lui enlever son opltimisme et 
Vespoiw de revoir, au printemps, les sous-bois parsemés de 
jacinthes de Ja forét de Saint-Germain qu’il aimait tant a par- 
COUPLE. 

Une amilié de quarante années m’a valu le triste privilége de 
rappeler, non sans émotion, la carriére et le caractére de ce cher 
ami, Que Madame Tendron et son fils Jacques, assurés qu’ils sont 
du souvenir que nous garderons de cet aimable collégue, trouvent 
dans ces quelques lignes un léger adoucissement A lean chagrin 
ct un témoignage de mon amilié, 


G. Loisgau. 


A.-T. SALIMBENI 


(1867-1942) 


En novembre 1895, au moment ott, suivant l’expression de 
M. Roux, I’ Institut Pasteur venait « d’étre frappé a la téte » par la 
mort de son fondateur, mais ot V’esprit pastorien rayonnait de 
tout son éclat, on vit, un jour, arriver au laboratoire de Metchni- 
koff, conduit par son compatriote Sanarelli, un jeune médecin ita- 
lien, A. T. Salimbeni. 

Né a Acquapendente, le 11 décembre 1867, d’une famille si 
ancienne que Dante en parle au x1x® chant de |’Enfer et qu’elle 
figure dans les comptes rendus de ]’Académie de Pavie en l’an 
1575, A. Taurelli Salimbeni arrivait de Sienne ou, aprés avoir fail 
de brillantes études médicales, i] enseignait ]’Anatomie patholo- 
gique. Pendant toute sa vie il s’intéressa a cette science; il 
dirigea pendant de longues années, le laboratoire d’ Anatomie 
pathologique de Vhodpital Pasteur. 

Salimbeni fit, a l’Institut Pasteur, toute sa carriére : il y fut 
successivement préparateur, chef de laboratoire, chef de service. 
Profondément attaché a notre Maison, possédant au plus haut 
degré « l’esprit pastorien », i] n’eut d’autre joie que son labora- 
toire et son foyer rendu toujours accueillant par celle qui fut une 
vraie femme de savant. 

Salimbeni travailla d’abord au laboratoire de Metchnikoff ot 
il se lia, avec J. Bordet, d’une amitié que le temps ne devait pas 
amoindrir. I] fut ensuite préparateur de M. Roux. 

M. Roux ! Comme Salimbeni ’aima ! C’était son maitre dans 
toute la force de ce terme : le guide scientifique, l’ami des jours 
heureux, le consolateur des jours de peine, le conseiller moral] de 
toujours. I] le voyait tous les jours, le soignait pendant ses maladies, 
recueillait picusement ses paroles et apprit ainsi maints détails de 
l’épopée pastorienne. 

Les principaux travaux de Salimbeni ont porté sur le choléra 
(avec Roux et Metchnikoff), sur la peste (avec Calmette), sur la 
fiévre jaune et les spirilloses (avee Marchoux); sur la péripneu- 
monie (avec Roux), le charbon, la scarlatine, la rougeole, la vacci- 
nation anticholérique, antityphique (avec I°. Widal), le sodoku, 
les virus neurotropes. 

Son premier travail, qu’il publia en 1896 avec Metchnikoff et 
FE. Roux, porta sur la toxine et l’antitoxine cholériques. I y étu- 


370 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


diait les propriélés de la toxine soluble du choléra et précisail 
Yaction de cette toxine sur les animaux; il montrait quil est 
possible d’immuniser ceux-ci et d’obtenir un sérum antitoxique 
différent du sérum préparé en injectant a V’animal des corps 
microbiens morts ou vivants, 

Il continua cette étude du choléra par des recherches sur ’immu- 
nilé et montra en particulier que le phénoméne de l’agglutination 
ne se produit pas quand on injecte des vibrions cholériques sous 
la peau et dans le péritoine d’animaux activement ou passivement 
immunisés. 

Revenant ensuite, en 1908, sur la question de la toxine et de 
Yantitoxine cholériques, il indiqua la préparation de |’endotoxine 
cholérique, montra que les propriétés biologiques de cette toxine 
changent avec l’age des cultures de vibrions et étudia ’immunisa- 
tion des chevaux a ]’aide de l’endotoxine. 

Toujours occupé de questions d’immunié, il étudia ensuite la 
destruction des microbes dans le tissu sous-cutané des animaux 
hypervaccinés. I] constata que, par exemple, la destruction du 
streplocoque dans le lissu sous-culané des animaux, activement ou 
passivement vaccinés, comprend trois phases successives : 
Vabsorplion par les mononucléaires de la presque totalité des 
microbes, la destruction des mononucléaires avec réapparition de 
microbes libres, Venglobement, par les polynucléaires, des 
microbes redevenus lbres et la destruction défimitive de ceux-ci. 

En 1898, Salimbeni, Borrel et Dujardin-Beaumetz collaborérent 
au travail capital que Nocard et Roux publiérent dans les Annales 
de l'Institut Pasteur sur le microbe de la péripneumonie. Le réle 
de Salimbeni fut important dans cette collaboration puisque c’est 
lui qui eut Pidée de tenter de cultiver le virus dans des sacs de 
collodion inclus dans le péritoine de lapins. Ainsi fut réussie, 
pour la premiére fois, la culture in vivo dun microbe invisible. 

* 
* OK 

Salimbeni a accompli de nombreuses missions scientifiques ; les 

plus importantes furent faites au Brésil, au Portugal et en Russie. 


I. Mission 4 Oporto. — En aott 1899, le Gouvernement francais 
fut informé de l’apparition de la peste & Oporto. L’Institut Pasteur 
jugea immédiatement nécessaire d’envoyer une mission au Por- 
lugal pour y étudier le développement et la marche de |’ épidémie 
et pour y expérimenter la valeur préventive et curative du sérum 
antipesteux. Calmette et Salimbeni furent chargés de cette mission. 
Outre les études de clinique et d’épidémiologie auxquelles elle se 
livra, la mission fut particuliérement utile pour déterminer la 
valeur du sérum anlipesteux. Elle montra, en particulier, Vutilité 
d’employer de fortes doses dés le début et de pratiquer des injec- 
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lions intra-veineuses. Salimbeni expérimenta sur lui-méme les 
effets de la sérothérapie car il s’était contaminé en faisant 
lautopsie d’un pesteux. 


II. Mission au Bristt. —- En 1901, le Gouvernement francais 
envoya 4 Rio, pour éludier la fiévre jaune, une mission composée 
du professeur Marchoux, de Simond et de Salimbeni. 

Les conclusions des recherches poursuivies par cette mission 
furent capitales pour l'étude de |’étiologie et de la prophylaxie de 
la fiévre jaune : la virulence du sang au troisiéme jour et son 
avirulence au quatri¢éme jour de la maladie ; la durée de conser- 
vation du virus dans le sang ; le fait que le virus de la fiévre jaune 
traverse les filtres ; l’action nettement préventive et quelquefois 
curative du sérum de convalescent ; la notion déjA mise en évi- 
dence par Reed, Carroll et Agramonte que la fiévre jaune est 
transmise par la piqure de Stegomyia fasciata ct que la prophy- 
laxie de la maladie doit consister dans la destruction de cet insecte. 

Pendant cette mission, Salimbeni étudia avec le professeur Mar- 
choux la garotilha des bovidés et le spirillose des poules. Sous le 
nom de garoltilha on désigne, au Brésil, une maladie qui sévit sur 
les bovidés et qui est caractérisée par l’engorgement des ganglions 
cervicaux avec infiltration cedémateuse du cou. Marchoux et 
Salimbeni établirent que Ja garotilha est une infection charbon- 
neuse et que les vautours sont les principaux agents de dissémina- 
tion de la maladie. 

Etudiant une épidémie trés meurtriére qui sévissait sur les 
volailles, Marchoux et Salimbeni montrérent que la maladie est 
causée par un spirille qui vit dans le sang des ammmaux, qu’elle 
est transmissible par lVinoculation du sang infecté et que, dans 
Vinfection naturelle, elle est transmise par Jes Argas. 


III. Missron en Russre. — En 1910, Metchnikoff décida d’orga- 
niser une mission ou, comme i] disait, une « expédition bactério- 
logique » en Russie. Elle devait étudier le choléra & Moscou, la 
tuberculose et la peste dans les steppes kalmouks. 

La mission se composait de Metchnikoff, Burnet, Salimbeni et 
Yamanouchi, auxquels vinrent se joindre, 4 Moscou, Tarassevitch 
et Choukevitch. 

Lors de l’épidémie de choléra qui avait sévi, en Russie, pen- 
dant V’automne 1908, Salimbeni avait, pour la premiére fois, 
expérimenté sur un certain nombre de malades de I’hépital Pierre- 
et-Paul de Saint-Pétersbourg, Ja valeur curative du sérum anti- 
cholérique préparé a |’Institut Pasteur d’aprés la méthode préco- 
nisée par Roux, Metchnikoff et Salimbeni. Il avait conclu que 
« le sérum anticholérique peut étre considéré comme un auxiliaire 
précieux dans le traitement du choléra humain », 

Dans les steppes kalmouks, tandis que Metchnikoff ct ses 
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autres collaboraleurs précisaient les conditions de développement 
de la tuberculose chez les peuples primilifs qui habitent ces 
steppes, Salimbeni s’occupait surtout de la_peste. « Sur la rive 
Kirghize existait un foyer de peste : pour élucider Ja cause de 
l’endémie des steppes, il fallait avant tout, dit M™* Metchnikoff (1), 
constater si les microbes pesteux restaient vivants pendant quelque 
temps dans les lieux ot avait sévi le fléau, s’ils se conservaient 
dans les cadavres... Apres avoir organisé un petit laboratoire de 
fortune, on commenca par déterrer les cadavres et le D* Salimbeni 
fit les autopsies. » 

En 1911, Salimbeni fit partie, avec son collégue et ami 
Ch. Dopter, d’une mission a Marseille qui étudia |’épidémie de 
choléra qui sévissait dans cette ville. 

A la fin de la guerre de 1914-1918, M. Roux demanda a Salim- 
beni de fonder et de diriger un « Service des vaccins ». En accep- 
tant de consacrer toute son activilé a la direction de ce service, 
dont les revenus serviraient a faire vivre les laboratoires de 
recherches, mais qui ne lui laisserait plus désormais le temps de 
poursuivre des travaux originaux, Salimbeni a donné un magni- 
fique exemple de dévouement a |’ Institut Pasteur. 

Pour la premiére fois, en France, exista un « Service des 
vaccins », concu d’une facon rationnelle, basé sur la sélection des 
souches d’aprés leur valeur antigénique ainsi que sur la séparation 
et Porganisation bactériologique des différents temps de prépara- 
tion d’un vaccin. Salimbeni a dirigé ce service si heureusement que 
la marche en a été toujours réguli¢re, méme dans les moments ott 
i! fallut faire face & des demandes considérables. En fournissant 
des doses nécessaires pour Ja vaccination de l’armée, il a rendu, 
pendant les guerres de 1914 et de 1939, de grands services qui ont 
été reconnus par l’attribution qui lui a été faite de la grande 
Médaille d’or du Service de Santé militaire. 

Salimbeni était membre associé de Académie de Médecine, 
commandeur de Ja Légion d’honneur et membre de l’Ordre italien 
de saint Maurice et Lazare. 

D’une grande affabilité de caractére, d’une rare distinction, 
Salimbeni nous laisse le souvenir d'un homme au grand cceur 
toujours prét a servir la Science, toujours désintéressé, s’inspi- 
rant en cela des plus pures doctrines pastoriennes. 


L. M. 


(1) Olga Mercunixorr, Vie d’Elie Metchnikoff. Hachette, édit., 1920, 
Oo ls 


EMPLOI PRATIQUE DE L’ELECTRODE DE VERRE 
POUR LA MESURE DU pH* 


par J. LOISELEUR 


(Institut Pasteur, Service de Chimie physique.) 


L’électrode de verre de Haber pour la mesure du pH est carac- 
térisée par sa précision et la rapidité de l’établissement. de son 
potentiel. Cette électrode se préte a des mesures dans des. milieux 
trés dispersés tels que les gels et les pates, et, contrairement A 
Vélectrode d’hydrogéne, ses indications sont indépendantes de 
Pétat d’oxydo-réduction de la solution étudiée. Son seul inconvé- 
nient est sa grande résistance interne (5 a 50 mégohms et plus), 
ce qui impose un dispositif électrométrique spécial (lampe élec- 
trométre, amplificateur 4 courant continu ou galvanométre balis- 
tique). 

Nous donnons ici un perfectionnement qui facilite l'emploi de 
cette électrode et qui consiste dans la métallisation d’électrodes de 
petit diamétre. D’autre part, pour permettre la lecture immédiate 
du pH, nous avons construit une abaque rotative. 


PRINCIPE DE L’>KLECTRODE. — Il est utile de rappeler au préa- 
lable le principe du fonctionnement de l’électrode. Quand une 
pellicule de verre cloisonne deux solutions de pH différents 
(pH, et pH.), il s’établit une différence de potentiel E, déterminée 
par la différence des pH des deux solutions : 


E=K (pH, — pH,) + E, (relation de Nernst). 


&, est la constante de l’électrode : c’est la différence de potentiel 
mesurée quand pH, = pH,. 
Pour mesurer E, on peut plonger une pile calomel dans chacun 


des deux compartiments, de facon 4 constituer la chaine liquide : 


Cloison 
de 
verre. 


Solution 
2 


Solution 
4 


Hg |Hg,Cl,| KCls KCls He,Cl| Hg 


* Communication a la séance du 5 février 1942 de l’Association des 
Microbiologistes de langue Francaise. 
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Pour l'intervalle de pH comprise entre pH=1 et pH=10, la rela- 
tion de Nernst est linéaire : K est alors constant et mesure la 
pente de la droite. Il correspond sensiblement (1) a 
RT 
K=y> 


R =constante des gaz parfaits, 
T = température absolue, 
F = le Faraday. 


Cette expression montre que la pente varie avee T et que l’élec- 
trode de verre comporte un coefficient de température : 


ip K 

eC e Eni ache ek ot cole S66 ip Gos, oe hiamibli Oils. 

PEON ea Aen ie Date KRG Cre LT: 0 208 ee Soe dno on Waist! = 

BO, aca vie Dan's saey. “aletie ciel i te aera ee 

Ve eonObo ohare cc Glo ooo Gens poe oo. Wee! = 
Puisque, dans son domaine d'utilisation — c’est-a-dire prati- 
quement dans le domaine usuel du pH — la variation de la force 


électromotrice est une fonction linéaire du pH, il est facile d’éta- 
lonner I’électrode en déterminant l'un des points M de la droite a 
aide d’un tampon de pH connu (2). Par ce point M, on trace 
une droite AA’ avec la pente K relative 4 la température de la 
mesure. Il suffit alors de reporter sur cette droite la fem Ex pré- 
sentée par l’électrode dans une solution quelconque pour lire en 
x son pH. 


(1) En effet les variations de potentiel présentées pour un méme inter- 
valle du pH, par lélectrode @hydrogéne et par Vélectrode de verre, sont 
sensiblement superposables : 


DE 2 pH =8 AE 


Kh! (électrode-@hy-dregéne, a 20°) . .-. . 1 ee. 365 mV 713 348 
Wh (electrodes demversey acc 0°) meet eeenen ene: 450 -~ 100 | 350 


Ceci permet didentifier les coefficients figurant dans chacune des équa- 
tions relatives 4 ces électrodes 


ee RT py LT] 
K H, 
E!'! = K(pH, — pH,) + E/’, (électrode verre). 


+ EE, (électrode Whydrogéne). 


(2) Tampon de Michaelis, par exemple, préparé en mélangeant : 


NaOH (Ni (décarbonatée) ears.) clase ence ee en cancun eo ae 50 c. ¢. 
CH COHN’ 5... % sy Sirerencaeeiny een teers) ieee ne men LOORCarc 
Haus bidistilléex(privee: cain) home tate eset einen nnente menor ae 300 ¢. c 


De 15 a 25°, le tampon de Michaelis a sensiblement pour valeur 
DH = e4,6lt: 
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La constante E, de lélectrode évolue lentement avee le temps. 
Elle subit aussi un effet d’hystérésis lorsque l’électrode est sou- 
mise brusquement a de grands écarts de pH. ‘Il est done néces- 
saire, pour chaque série de mesures, d’étalonner au préalable 
électrode avec le tampon de référence et de tracer par le nou- 
veau point obtenu une paralléle BB’ a la droite initiale AA’ 
(puisque K reste inchangé). 

Si lon a pris soin d’amener le liquide & mesurer a la méme 
température que le tampon de référence, le pH est lu instanta- 
nément sur le graphique. La précision est alors de l’ordre de 
0,03 a 0,02 unité pH. 

Pour des mesures nécessitant la précision du 1/100, il convient 


Fic. 41. 


d’opérer avec deux solutions-lampon (3) encadrant le pH étudié, 
la réponse de Vélectrode étant d’une précision d’autant plus 
rigoureuse qu’on la soumet a des écarts plus restreints de pH. 


METALLISATION DE L’ELECTRODE. — La chaine envisagée initia- 
lement est d’un maniement délicat, car elle impose la manipula- 
tion d’une électrode équipée a demeure d’une pile calomel. Divers 
systemes ont été proposés pour utiliser un autre potentiel de 
référence, soit un sel de platine et un fil de platine, soit un sel 
d@argent et un fil argenté, soit encore une solution acide de 
quinhydrone et un fil de platine. Tous ces systémes ont Pincon- 
vénient de présenter une certaine inertie et de ne pas ¢tre tres 
fidéles. On a aussi proposé, pour les électrodes en verre d’Iéna, 


(3) Toutes les solutions-tampon doivent étre contrdlées a4 Vélectrode 
@hydrogene, 
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de définir le potentiel en métallisant Vintérieur de Vélectrode, 
mais il s’agit alors d’électrodes volumineuses (8 a 5 centimetres 
de diamétre) et nécessitant pour la mesure un volume important 
de la solution étudiée. 

Nous sommes arrivé a un résultat tres salisfaisant en appli- 
quant cette meétallisation a des électrodes de petit diamétre 
(10 millimetres) en verre Corning. La pellicule de verre doit étre 
ireés mince, de Vordre de 0 millim. O1 correspondant a une résis- 
lance interne de 5 a 50 mégohms. Si la paroi de verre est plus 


Pres 25 


épaisse, le potentiel est moins bien défini et l’électrode devient 
moins sensible aux variations du pH. 


MESURE DE LA RESISTANCE INTERNE DE L’ELECTRODE. — Cette 
mesure est trés simple quand on dispose d’un amplificateur a 
courant continu. On dispose en série une pile queleconque, une 
résistance connue de ordre de 10 4 50 MQ (résistance en gra- 
phite) et ’électrode de verre (fig. II). On mesure les différences 
de potenticl, e, aux bornes de la résistance connue R et e,, de 
part et dautre de l’électrode de résistance x. 

On a évidemment 


ARGENTURE DE LELECTRODE. — On netloie la paroi de verre 
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en remplissant l’électrode avec une solution de HF a 1 p. 1.000. 
Apres un contact d’une minute environ, on vide Pectincds par 


un tube d’aspiration relié & une trompe a vide, et on rince 3 ou 


4 fois a Veau distillée. On introduit une solution & peine opales- 
cente de Sn CP? (a 1 p. 1.000 environ), ceci pour mordancer la 
paroi de verre. Aprés un contact de trois minutes, on rince abon- 
damment a eau distillée. 

On introduit (en opérant vers 18-19°) la solution d’argenture (4) 
qu'on laisse agir pendant trois minutes. On vide et on recom- 
mence une eons, puis une troisiéme addition de la solution 
d’argenture. 

On rince 38 fois & eau distillée, 2 fois & lValcool et on séche 
a lVétuve vers 90-95° 

On fait rentrer & force dans la tige de l’électrode un petit cylin- 
dre de clinquant doré (fig. 3) de 2 centimétres de hauteur, soudé 
a un fil de cuivre trés souple, soudé lui-méme 4 une tige métal- 
lique qui servira d’électrode. L’élasticité de ce epedae. de clin- 
quant doit assurer le contact, dans la tige de l’électrode, avec la 
couche (argent métallique. 

A ce moment, on introduit, par une pipette effilée, de la paraf- 
fine fondue, en quantité suffisante pour remplir complétement 
la boule de Vélectrode (de facon & la rendre moins fragile). 

Puis on bouche la partie supérieure de l’électrode avec de la 
cire, de facon a y maintenir la tige de métal qui servira a la 
connexion avec le potentiométre. 


Pie CALOMEL ET CUVE DE MEsURE. — Un dispositif commode 
est celui représenté par la figure 3. I] comprend, réunies dans 
le méme bloc, la pile calomel et la cuve de mesure. 

La pile calomel, renfermée dans un _ réservoir  cylindrique 
rempli d’une solution saturée de KCl, est constituée par un tube 
portant deux étranglements superposés et du fond duquel émerge 
un fil de platine. Le montage de la pile s’effectue de la fagon 
suivante. 


(4) Preparer : 


Solution A = NO,Ag a 6 p. 100. 
Solution B=KOU 20 grammes dans 480 cent. cubes d'eau. 
Solution C=NH,OIL N. 


Solution pour argenture : Verser en agitant 156 cent. cubes de A dans 
110 cent. cubes de C. Puis verser rapidement dans cette solution le 
mélange (C 86 cent. cubes + B 150 cent. cubes 4+ eau 900 cent. cubes). 

Réducteur : Faire bouillir quinze minutes en agitant (eau 75 cent. cubes 
+ saccharose 50 grammes + a. tartrique 2 gr. 5), Aprés refroidissement, 
ajouter (eau 250 cent. cubes + alcool 4 95° 75 cent. cubes). Amener a 
1.000 cent. cubes avec de Veau distillée. 

Pour Vargenture, mélanger extemporanément 15 cent. cubes de la solu- 
tion pour argenture et 1 cent. cube du réducteur, 
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Apres neltoyage au mélange sulfochromique, on remplit les 
boules d’une solution de nitrate mercureux (solution a 1 p. 100 
acidifiée par quelques goutles de NO,H) et on plonge un fil de 
platine auxiliaire. On électrolyse avec 2 volts pendant soixante 
secondes en reliant le fil de platine de Vappareil a la borne néga- 


Bouchon rodé,démasquant 
par rotation une 
rentrée d'air \ 


Tige de connexion 
ayec l'amplifi- 


cateur 
ae 
Cire iJ 
KCl, 
Cuve de mesure 
Anneau de clin- | 
quant doré 
Paraffine q 
Liquide étudié NA “A xo 
Pellicule 4! cristallisé 
argenture is 
Electrode de verre 
Bouchon rodé eS Pate Hg 
Gorge annulaire »— cae 
Robinet de vidange TildPt 


Capillaire de jonction 


Fic. 3. — Electrode de verre, cuve de mesure et pile-calomel. 
Echelle au 4/5 de la grandeur d’exécution. 


tive @un accumulateur. Le platine de lélectrode s’est alors 
revétu d’une couche grise. On rince et on séche par un courant 
d’air. 

On malaxe dans un mortier 1 gramme environ de calomel pur 
avec [| goulte de mercure (mercure chimiquement pur, redistillé 
dans le vide). Quand une pate grise, bien homogeéne, est obtenue, 


on broie & nouveau en présence de 2 a 8 cent. cubes de KCl 
saturé. 
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Par une pipette effilée, on remplit la boule inférieure avec du 
mercure pur, en quantité suffisante pour noyer le fil de platine 
et venir affleurer & la partie supérieure de la boule. On introduit 
alors dans la boule supérieure une épaisseur de 4 a 5 millimétres 
de la suspension (Hg,Cl, + He + KCl saturé). 

On achéve de remplir le tube de la pile-calomel avec du KCl 


Fic. 4. — Abaque rotative pour la mesure du pH. Le disque extérieur, fixe, 
(diamétre : 30 centimétres) est gradué de — 100 & + 800 millivolts. Le disque 
intérieur, rotatif, porte la graduation en pH; l’échelle est triple; les gradua- 
tions sont relatives a 15, 20 et 25°. Toutes ces échelles ont, pour origine 
commune, la valeur 4,616 du tampon de référence (tampon de Michaelis). 


pur, broyé en farine et introduit a V’aide d’un petit cornet en 
papier glacé. 

On remplit alors tout le réservoir de KCl saturé. La pile atteint 
son potentiel stable aprés un repos de quelques heures, On con- 
necte le fil de platine a la masse qui est mise elle-méme A la 


VERREs 
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La cuve de mesure est fermée a son extrémité inférieure 
par un bouchon rodé, qui masque également le gros capillaire 
de jonction avec la pile calomel. La liaison entre la cuve de 
mesure et la pile est assurée par l’intermédiaire du film de KCl 
maintenu entre les aspérités du rodage. Pour homogénéiser ce 
film, le bouchon rodé porte en son milieu une gorge remphe de 
KCl saturé. On graisse seulement la partie inférieure du bouchon 
rodé, en laissant libre de graisse la partie supérieure comprise 
entre le capillaire et la cuve de mesure. 

L’électrode de verre est connectée directement a la lampe élec- 
trométre (ou a l’amplificateur) par Vintermédiaire d’un fil blinde. 
Elle est maintenue A demeure plongée dans la cuve de mesure, 
en présence d’eau distillée de fagon 4 conserver une bonne sensi- 
bilité. 

Avant de faire une mesure, on dégage légérement le bouchon 
rodé fermant la cuve de mesure, de facon a4 renouveler le film 
de KCl contenu dans le rodage, ce qui évite l’intervention des 
potentiels de diffusion. Ce dispositif rend extrémement simple 
Vexécution d’une série de mesures. 


ABAQUE CIRCULAIRE. — On facilite les calculs en préparant a 
Vavance une abaque circulaire, évitant de répéter a chaque me- 
sure la construction graphique. L’abaque se compose de deux 
cercles gradués (fig. 4) et d’un index transparent, tournant tous 
les trois autour d’un axe commun. La graduation extérieure, fixe 
(diamétre = 30 centimétres) indique les millivolts ; l’échelle des 
pH est sur la graduation intérieure, mobile. Pour tenir compte 
du coefficient de température, cette graduation comporte en réa- 
lité trois échelles correspondant 4 15°, 20°, 25°. 

Pour Vemploi, on fait correspondre sur Vabaque le pH du 
tampon avec la valeur indiquée par le potentiométre. L’abaque 
est alors réglée pour la série de mesures. Il suffit d’amener cha- 
que fois index transparent en superposition avec la valeur de 
la différence de potentiel en millivolts, pour lire le pH sur 
échelle relative a la température ot s’est effectuée la mesure. 


ADAPTATION AU POUMON DE LAPIN 
DES RICKETTSIES DU TYPHUS HISTORIQUE * 


par Pau, GIROUD et Rens PANTHIER. 


Unstilut Pasteur.) 


Le probléme de Ja vaccination contre le typhus historique a 
Paide de vaccin non vivant ne peut se résoudre que par l’obten- 
tion dune cullure facile et abondante des rickettsies sous leur 
forme bacillaire. Leur adaptation au poumon de souris étail un 
irés grand progrés (1), mais étant donnée la petilesse de ces 
rongeurs (leur poumon ne permet d’obtenir que 20430 cc. de vaccin 
par animal), il était difficile, en dépit des avantages considérables 
que présentait cette technique sur les méthodes déja existantes, 
de préparer ainsi des quantilés tres importantes de vaccin. 
L’infection pulmonaire du !apin inoculé par voie respiratoire a 
V’aide de suspensions de poumon de souris offrait déja de grands 
avantages quant a la simplification du travail et a la quantité des 
rickettsies récoltées (2), mais cette méthode n’élait pas non plus 
sans inconvénients. En effet, un poumon entier de souris est la 
dose minima nécessaire pour provoquer [hépatisation pulmonaire 
du lapin. De plus, il faut toujours partir d’une souche trés riche 
en rickettsies ce qui nécessite une conservation par passages imin- 
lerrompus de souris & souris ou une réadaptation complete si 
Yon part d’un produit sec. Enfin cette souche n’est bien adaptée 
qu’a la souris et dans le poumon du lapin, les rickettsies cultivent 
alors surtout dans les cellules et rarement dans le liquide 
d’coedéme ; dans ces conditions leur quantité est quelquefois rela- 
livement faible par rapport 4 ce que lon pouvail espérer, étant 
donné le poids trés élevé de ces poumons hépatisés. I] suffit 
d’ailleurs que le lapin soit résistant & la maladie pour que |’on 
n’obtienne que des corps homogeénes intracellulaires ne donnant 
pas de rickettsies apres broyage. 

Toutes ces constatations nous firent rechercher s’il était pos- 
sible d’adapter aussi les rickettsies du iyphus historique au pou- 


mon de lapin. 


(*) Nous tenons & rendre hommage a nos collaborateurs M™° FE. Bru, 
Mile L. Thirioux, M™® Maille, M™° Bartholomé et M. R. Lardeur, dont le 
dévouement inlassable, malgré le danger des manipulations, a pu 
rendre possible ce travail. 

(1) Paul Duranp et Héléne Sparrow, C. R. Acad., Sci., 1940, 240, 420. 

(2) Paul Duranp et Paul Grroup, ces Annales, 1941, 66, 425. 
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Par cette adaptation on s’assurait une meilleure végélabilité 
des germes et on évitait la conservalion obligatoire sur sours, 
donc la manipulation des nombreuses souris qui sont nécessaires 
aux passages. Ainsi leur récolte devenait plus abondante et le 
pouvoir antigénique des suspensions obtenues dans ces condi- 
tions devait étre d’autant meilleur que le développement de ces 
éléments dans le poumon de lapin ne se heurtait plus a la 
résistance que lui opposait l’animal. 

Mais cette adaptation ne se révélait pas tres facile. En effet, 
si le premier passage donnait de bons résultats, au cours des 
passages successifs la maladie du lapin allait en régressant. Les 
rickettsies bacilliformes disparaissaient & peu prés complétement 
au deuxiéme passage et les poumons ne renfermaient que des 
corps homogénes, véritables petites billes intracellulaires de 1 a 
2 » colorées en rouge rubis avec la technique de Macchiavello. 
Nous avons déja dit que nous considérons ces éléments comme 
appartenant 4 une phase d’agglutination des rickettsies (8), phase 
qui s’accompagnerait de condensation et de coagulation dues a 
la défense cellulaire locale. Si cette hypothése était exacte, en 
abaissant suffisamment la résistance du lapin au deuxiéme pas- 
sage, les rickeltsies devaient se développer sans étre englobées 
dans les cellules et détruites in situ. 

Aussi nous avons utilisé l’action combinée de plusieurs fac- 
teurs destinés 4 diminuer la résistance de Vanimal a l’infection 
elf nous avons vu que sur des lapins préparés les passages peuvent 
se faire sans difficulté. 


PASSAGES DE LAPIN A LAPIN. 


On sail que pour le passage souris-lapin le rendement optimum 
est oblenu en sacrifiant animal le cinquiéme ou sixiéme jour. La 
difficulté & surmonter était, partant d'un poumon prélevé dans de 
telles conditions, de faire un passage sur un animal dont la résis- 
tance avait été suffisamment diminuée tout en évitant une chute 
brutale de la résistance ou une pullulation bactérienne dans le 
tissu pulmonaire par une affection intercurrente. Aussi, au cours 
de nos premiers essais, nous n’avons pu conserver la souche que 
pendant quelques passages, car nous ne savions pas encore doser 
Paction des différents facteurs qui devaient permettre de vaincre 
la résistance des animaux. Mais rapidement nous avons adopté 
la combinaison de deux méthodes dont nous avions bien Vhabi- 
tude. Les lapins, tondus en partie, étaient placés dans une enceinte 
refroidie et recevaient des injections intrapéritonéales de suspen- 
sion bactérienne chauffée qui permettaient, par leur répétition a 


(3) Paul Grroup et René Panrnmr, C. R. Acad. Sci., 1941, 243, 45. 
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intervalles plus ou moins rapprochées, de provoquer pour chaque 
lapin un abaissement optimum de la résistance. 

Il est impossible, pour cette derniére technique, de donner une 
méthode précise car nous estimons qu’elle varie avec chaque 
lapin. Pour son application, il est préférable de s’appuyer sur 
aspect du lapin inoculé, sa température, sa perte de poids. La 
gravilé de la maladie est facile & juger et on peut ainsi provo- 
quer des infections évoluant vers la mort en hypothermie quatre 
ou cing jours aprés l’inoculation intratrachéale. Au cours des 
passages, la maladie évolue plus rapidement ect se termine par la 
mort en deux ou trois jours. Nous pensons qu’il est préférable 
d’éviter une évolution trop rapide car, dans ce cas, les poumons 
ne) pesent plusi que: de 12:4 15 g., au jae de -30 a 50 g. 
poids moyen habitue] des poumons des lapins que nous sacrifions. 
Aussi doit-on progressivement diminuer les doses de virus inocu- 
lées et rendre moins fréquentes ou méme suspendre les injections 
de suspensions bactériennes chauffées. Il est done possible, a 
volonté, de faire varier le cours de la maladie chez Je lapin. On 
oblient ainsi des quantités considérables de rickettsies, sans 
aucune contamination bactérienne si lon prend quelques précau- 
tions élémentaires : les animaux doivent étre sains, isolés depuis 
quelque temps en cages séparées; on doit éviter les femelles 
en gestation chez lesquelles Vinoculation provoque Vavortement 
souvent accompagné d’une broncho-pneumonie a bactéries. 

Enfin, il est nécessaire de sacrifier Jes animaux avant la phase 
agonique, phase qui permet, comme on le sait, aux bactéries 
banales de se développer. Les poumons sont conservés & —25° 
pendant leur contréle bactériologique. Nous les ensemencons sys- 
tématiquement sur bouillon nutritif, sur gélose, gélose au sang 
ou additionnée de sérum et d’extrait globulaire. Ainsi nous 
recherchons si ces organes sont contaminés non seulement par les 
bactéries banales mais aussi par les petits germes hémophiles, a 
peine plus gros que les rickettsies, se comportant a l’isolement 
comme le bacille de Pfeiffer. Nous devons d’ailleurs signaler que 
les résultats des controles bactériologiques coincident toujours 
avec les résultats que nous donne |’examen des frottis aprés colo- 
ration par la technique de Macchiavello, car les bactéries qui 
peuvent préter a confusion avec les rickettsies par leur taille 
et leur morphologie s’en distinguent par leur coloration rouge 
beaucoup plus intense et aussi par leur situation dans les cel- 
lules : elles sont phagocytées en général par les polynucléaires. 


Asprcr MACROSCoPIQUE. — On observe soit une simple congestion 
pulmonaire, soit un oedéme blanchatre caractéristique, soit surtout 
une hépatisation de couleur rouge ou un aspect lardacé, ce der- 
nier aspect semblant bien spécial & la pneumonie typhique du 


Annules de l'Institut Pasteur, t. 68, n** 7-s, 1942. OF 
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lapin. Ces lésions sont, en général, immeédiatement reconnais- 
sables de celles qui sont causées par une broncho-pneumonie 
banale qui donne toujours une hépatisation rouge beaucoup plus 
foncée, souvent noirdtre el un poumon de consistance encore 
plus friable. 


Aspecr MICROscoPIOUE. — 1° Sur frollis. —- Les frottis de pou- 
mon de lapin, secs et non fixés sont colorés par la méthode de 
Macchiavello. Ils doivent étre minces, fails et colorés avec soin, 
car la différenciation est, en général, plus difficile a obtenir 
quavec le poumon de souris. Le tissu pulmonaire étant plus 
friable et plus cedématié que celut des poumons de souris, les 
frottis sont, si ’on n’y prend garde, trop épais ou recouverts de 
sérosité albumineuse et l’on peut alors n’obtenir qu'une colora- 
tion rouge violacée se différenciant mal (4). Sur les frottis bien 
colorés on voit que la quantité de rickettsies est comparable a 
celle que donne un poumon de souris bien infecté. Les corps 
homogénes que nous signalions plus haut ont disparu ou sont 
trés rares, on voit parfois, dans les cellules, des corps granuleux 
ou plutot de petits amas de rickettsies, mais on est surtout frappé 
par la grande quantité de rickettsies libres extra-cellulaires. 

2° Sur coupes. — Nous avons obtenu de belles colorations sur 
des coupes faites avec du poumon fixé en liquide formolé (Zenker 
formol, par exemple) et colorées avec une technique analogue de 
celle que nous ulilisons pour les frottis : aprés coloration par la 
fuchsine basique, on différencie a lacide citrique un peu plus 
longlemps que pour les frottis, on recolore légérement le fond au 
bleu de méthyléne. On voit aimsi que, contrairement A ce qui se 
passe pour les poumons de souris ott les rickettsies cultivent 
presque en totalité dans les cellules et rarement au voisinage de 
celles-ci, dans le poumon de lapim les rickettsies ne se déve- 
loppent pas que dans les cellules mais aussi dans leur voisinage, 
dans les travées intercellulaires et dans le liquide d’cedéme. 


EXEMPLES DE PASSAGES. — Nous allons maintenant rapporter deux 
exemples de passages. 
Premier exemple. — Le lapin D 73 recoit par voie intratrachéale du 


poumon du lapin D 63, broyé et dilué au 1/10 dans de l’eau physio- 
logique. C’est le 26° passage de la souche sur Je lapin. Le lendemain de 
Vinoculation, la température de Vanimal est de 40°2, le troisiéme 
jour, 39°, le quatriéme, 39°; enfin, le cinquiéme jour, la température 
étant descendue 4 37°, le lapin est sacrifié. Son poids est tombé de 
2 kilogr. 820 a 2 kilogr. 145, il a donc perdu 675 g. en quatre 
jours. A l’autopsie, on constate une belle hépatisation pulmonaire et 
les poumons riches en rickettsies pésent 44 g, 


(4) Nous insistons sur ce point: Il est nécessaire de bien sécher sur 
papier buvard le fragment de poumon servant au frottis. 
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Deuxiéme exemple. — Le lapin C 77 recoit, dans les mémes condi- 
lions, une suspension de poumon du lapin C 64. Sa température per- 
siste aux environs de 39° du deuxiéme au quatriéme jour. Le cin- 
quiéme jour, la température est descendue d 38°2, mais l’animal ayant 
un aspect normal n’est pas sacrifié. On i’autopsie le lendemain (sixiéme 
jour), alors que sa température est de 28°. Son poids est passé de 
2 kilogr. 830 4 2 kilogr. 160. A l’autopsie, ses poumons sont hépatisés, 
trés riches en rickettsies et pesent 70 g. 


I] semble done — et nous venons de donner deux exemples de 
ce que nous avons constaté bien souvent — que Von n’a pas 
intérét & provoquer une évolution trop rapide de la maladie chez 
le lapin. Nous pensons, d’autre part, que les derniers jours et 
surtout les derniéres heures de l’évolution de la pneumonie sont 
les phases de développement massif des rickettsies. On doit done 
surveiller de trés prés les animaux, de facon a ne les sacrifier 
qu'au moment optimum, ni trop tot pour obtenir une récolte abon- 
dante de rickettsies, ni trop tard pour éviter lVinconvénient de 
la phase agonique, c’est-a-dire le passage dans la circulation 
sanguine de bactéries banales. 


PoUuvoir PATHOGENE. 


Nous allons maintenant étudier le pouvoir pathogéne de cette 
souche sur la souris et le cobaye. 


1° Souris. — Il était intéressant de rechercher si adaptation 
des rickettsies du typhus historique au poumon de lapin n’avait 
pas comme contre-pariie un affaiblissement du pouvoir infectant 
de ce virus pour la souris inoculée par voie pulmonaire. Au cours 
des passages de lapin a lapin, a chaque essai de retour direct a 
la souris par Vinoculation de suspension de poumon de lapin, 
nous avons obtenu chaque fois une belle hépatisation pulmonaire 
avec présence de nombreuses rickettsies. Certaines souris conser- 
vées pour suivre l’évolution de la maladie sont mortes du troi- 
siéme au sixiéme jour aprés une maladie grave, de méme que les 
souris inoculées avec un virus bien adapté a cet animal (5). Il se 
peut cependant qu’a la suite de Padaptation au poumon de lapin 
le pouvoir pathogéne se modifie légerement pour la souris, mais 
Vappréciation de cette modification est rendue trés difficile a la 
fois par Vextréme sensibilité de cet animal a Vinoculation de 
ricketlsies par voie nasale et par Ja réaction propre a chaque 
animal & Vinoculation de virus typhrque. 


' (5) Les poumons de souris les plus riches en rickettsies ont été obte- 
nus chez des animaux inoculés avec du poumon de lapin et non du 
poumon de souris. 
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Nous devons signaler que nous avons eu également de trés 
bons résultats par passage sur souris de poumon de !apin dessé 
ché dans le vide & basse température et conservé a — 25°. Le 
souris sacrifiées le troisieéme jour avaient des poumons comple- 
tement hépatisés trés riches en rickettsies. 


Ss 


2° CoBAYE. A. Inoculation intrapéritonéale. — Nous avons 
déja étudié, par aillewrs, le pouvoir pathogéne des suspensions 
de poumon de souris ou de lapin, riches en rickettsies, pour le 
cobaye inoculé par voie péritonéale. 

Les résultats obtenus avec la souche adaptée au lapin se révélent 
identiques & ceux que nous avions déja constatés, la gravilé de 
la maladie semblant étre fonction de Ja quantité de rickettsies 
inoculées (6). En effet, une suspension de poumon tres riche en 
ricketlsies provoque une maladie grave sans incubation, alors 
qu’on a une courte incubation en inoculant une quantité moins 
erande de virus. Dans les cas moyens, le plus souvent, on observe 
une périorchite nette les quatriéme, cinquieme, parfois méme le 
sixléme jour; puis, aprés cette premiére période, la température 
descend légérement pour remonter les dixiéme, onziéme jours, de 
facon dautant plus transitoire, semble-t-il, que la maladie des 
premicrs jours était plus grave. Pendant plusieurs jours on 
observe un signe qui permet de déceler les réactions péritonéales : 
les testicules ne descendent pas bien, les bourses restent vides 
méme si l’on cherche & y pousser les testicules ; ce symptOme peut 
du reste remplacer complétement le grossissement du scrotum. 

Avee de fortes doses de virus, linfection du cobaye se termine 
par la mort en quelques jours et la perte de poids de lanimal 
peut alors atteindre 200 g. A l’autopsie, on constale un exsudat 
péritonéal et une congestion marquée des poumons (parfois 
méme des zones hépatisées dans les frottis desquelles on peut 
lrouver de nombreuses rickettsies). La rate, soit de taille nor- 
male, soit augmentée de volume, est toujours recouverte d'un 
exsudat abondant qui peut méme prendre l’aspect d’une véri- 
lable fausse membrane. Les reims et les surrénales sont eénérale- 
ment congesuonnés. Les testicules hémorragiques peuvent étre 
bloqués dans les bourses ct sont recouverts d’exsudat ainsi que 
la vaginale. Les rickettsies sont surtout abondantes dans les 
exsudats de la paroi de la rate et du foie, elles ne prédominent 
pas dans V’exsudat vaginal du cobaye comme dans le typhus murin 
ou la fievre pourprée conservés par passages sur cet animal. 

Nous verrons plus loin comment-les cobayes qui ont survécu a 
Pinoculation massive de rickeltsies sont prolégés contre une inocu- 


(6) Paul Grroup ct René Panruter, Assoc. microbiol. langue francaise. 
Ces Annales, 1942, 68, 137. 


? 
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lation intrapéritonéale de sang virulent d’un cobaye infecté de 
typhus historique. 


B. Inoculation culanée par scarification. — t.a peau du flanc 
de l’animal, rasée et scarifiée, est recouverle avec une suspension 
de poumon diluée au 1/10. L’animal ainsi inoculé fait une maladie 
toute différente de celle qu’il présente a la suite d’une inoculation 
intrapéritonéale. En effet, sa courbe thermique se rapproche 
beaucoup de celle de Panimal infecté & aide d’organes de cobayes 


LTT» 
Coal 


Fic. 4. — Courbe de température d’un cobaye inoculé par voie cutanee, apres 
scarification (1/10° de centimétre cube de suspension de poumon broyé et 
dilué au 1/10°). 


typhiques. Aprés une inoculation de hwit a dix jours, pendant 
laquelle on ne note souvent qu’une petite poussée thermique le 
quatriéme jour, la température monte au-dessus de 40° ct s’y 
maintient pendant sept a dix jours. 

On ne constate aucun signe extériorisant une réaction périto- 
néale et Pamaigrissement de V’animal est comparable a celui que 
l'on observe chez le cobaye infecté de typhus historique de 
gravilé moyenne. 

PoUVOIR ANTIGENIQUE. 


Nous allons maintenant étudier le pouvoir antigénique des 
suspensions faites avee des rickellsies adaplées au poumon de 
lapin et le comparer 4a Vimmunité provoquée par une maladic 
grave (7). 

Nos animaux d’expérience ont ¢té divisés en trois lols. Le 
premier lot est constitué par les animaux témoins inoculés avec 
le caillot sanguin broyé et dilué au 1/4, prélevé sur deux cobayes 
au deuxiéme jour de leur fiévre, onze jours aprés |’inoculation 
péritonéale d’un mélange de cerveau et de rate, organes qui 


(7) Paul Grroup et René Panrurer, C. R. Acad. Sci., 1942, 244, 246. 
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avaient été conservées huit mois A —25°. Chez 8 cobayes témoins 
la maladie dure du dixiéme au dix-septieme jour el provoque un 
amaigrissement de 50 a 120 g.; le. ¢. de caillot dilué au 
1/4.000 est encore infectant. 

Le deuxiéme lot comprend des cobayes qui ont fait des maladies 
eraves a la suite de Vinoculation intrapéritonéale de doses mas- 
sives de rickettsies venant du poumon de japin. Nous avons vu 
plus haut |’évolution de la maladie ainsi provoquée. 


Cobayes ayant fait une maladie grave. 


: Ws es 2 
: g £e S&és oe 8 
TA aa n el nSGa 
NUMERO a Bes | 8s o5 295g | REACTIONS | 32’ 2 
oes maladie Soo > nS 2 ag dee |e Opreene | aces 
cobayes en jours Sheers ES z 5 as Se oes e 335 * 
os QF 3o 8 r 80S 
3 a 
B63 4-44 2 3 42 0 + 70 
B60 mort 8° j. 3} » » » » 
B64 3-14 2 2 3 40° le 20° j. + 40 
B62 3-12 2 5 15 40° les 24°, + 60 
PASAT PAT IIe 
B61 mort 9° j. 2 » » » » 
B59 mort 8° j. 4 » » » » 
B17 5-17 » 13 49 0 0 
Bt8 4-18 » 42 48 0 0 
A70 5-13 » 2 84 0 — 100 
A59 mort 8° j. » » » » » 
ee mort 9° j. » » » » » 

63 3-15 2 4 90 40° le 3°j. 5 
A62 mort 7° iE » » » » : te 
A6l 5-17 » » 90 40° les 27¢ = 60 

: et 28¢j. 
A60 mort 8° J: 2 » » » » 


Cobayes vaccinés avec l’antigéne formolé. 


ae & 
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Bee tae , EUS a 
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B52 F94L 0 te LG 10° le 2° j 4 
40° le 2° j. + 40 
BSA F94L 0 ae 48 vee reg 
C24 F87L 0 0 70 40° les 15° — 50 
et6c 
A85 F87L 0 0 70 0 + 4410 
A87 P87L () () 70 40° le 15e j. + 40 
A82 F87L 0 0 70 0 + 20 
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Sur 15 animaux inoculés, 8 cobayes seulement ont survécu et 
nous Jes avons éprouvés avec les mémes doses que les anin.aux 
témoins : ils ont recu 1 c. e. de ecaillot- broyé et dilué au 1/4, 
cest-a-dire au moins 1.000 doses infectantes (puisque la dilution 
au 1/4.000 était encore infectante). Cette inoculation fut faite de 
douze a quatre-vingt-dix jours aprés la fin de la maladie. Sur les 
8 animaux de ce lot, 4 n’ont présenté aucune réaction a |’épreuve, 
2 ont fait une fiévre légére a 40°, Yun le troisiéme jour, Pautre 
le vingliéme jour; les deux derniers, enfin, ont eu une réaction 
fébrile plus importante, Pun a 40° les vingt-septi¢me et vingt- 
huitiéme jours, autre 40° les vingt et uniéme, vingt-quatrie¢me et 
vingt-huitiéme jours. Nous rapportons en détail dans le tableau 
les variations de poids, d’ailleurs peu considérables, des animaux 
au cours de l’épreuve. 

Un troisieme lot comprend 12 cobayes ayant été vaccinés nvee 
Vantigéne formolé. Ils ont recu 3 injections de 1 c. ¢. sous la 
peau a huit jours d’intervalle. Ces injections ont provoqué chez 
6 cobayes une petite réaction nodulaire sans réaction thermique. 
L’antigéne comprenait 5 suspensions différentes de rickettsies 
formolées provenant de passage de lapin 4 lapin. Les cobayes ainsi 
vaccinés ont élé éprouvés dix, quinze, soixante-dix jours aprés 
la vaccination par Ja méme voie, avec le méme matériel virulent 
et la méme dose que les deux lots de cobayes précédents. On 
constate alors que 9 de ces cobayes ne présentent aucune réaction 
thermique anormale ; par contre, 2 ont une température a 40°, 
Pun le deuxiéme, l'autre le quinziéme jour; 1 seul fait deux 
jours de fiévre a 40° les quinziéme et seiziéme jours. Dans l’en- 
semble, ces animaux ont augmenté de poids. . 

Done les cobayes vaccinés par trois injections de suspensions 
de rickettsies formolées ont élé protégés comme les cobayes qui 
ont fait une maladie grave a la suite de Vinoculation de doses 
massives de rickettsies virulentes. Ils n’ont pas réagi a Vinocu- 
lation intrapéritonéale d’au moins 1.000 doses infectantes. Chez 
ces animaux et dans les détails de l’expérience, les suspensions 
formolées ont un pouvoir protecteur aussi efficace qu’une affec- 
lion grave. 

. CONCLUSION. 


On peut, en partant du poumon de souris, adapter au poumon 
de lapin les rickettsies du typhus historique. On surmonte la 
difficulté de cette adaptation en diminuant la résistance de cet 
animal. Les lapins sacrifiés de trois a cing jours aprés l’inocula- 
tion ont des poumons riches en rickettsies pesant en général de 
30 4 50 g. Avee ces poumons les passages se font sans diffi- 
culté. Les contaminations bactériennes sont exceptionnelles et 
chaque lapin permet la fabrication d’au moins un litre de vacein 
trés riche en rickettsies. 


390 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


Le pouvoir pathogéne de cette souche pour le cobaye, inoculé 
par voie intrapéritonéale, est comparable 4 celui des souches 
conservées sur poumon de souris. Enfin, le retour a la souris se 
fait sans difficulté, la souris répondant d’emblée par une infection 
pulmonaire massive. 

Le pouvoir antigénique des suspensions formolées de rickettsies 
adaptées au poumon de lapin est comparable 4 celui des suspen- 
sions préparées a partir du poumon de souris. Les cobayves 
vaccinés avec ces suspensions résistent aussi bien a l’inoculation 
intrapéritonéale d’au moins 1.000 doses infectantes de virus que 
les cobayes qui ont fait une maladie grave consécutive a l’ino- 
culation intrapéritonéale de grandes quantités de rickettsies 
vivantes. 


BERIBERI SPONTANE DU SINGE 


par C. P. LEBLOND et J. CHAULIN-SERVINIERE. 


(Unstitut Pasteur du Maroc.) 


Au cours de lannée 1939 est apparue, dans la singerie de 
Institut Pasteur du Maroc, sur des singes appartenant tous 
& Vespéce Macaca sylvanus, le Magot de l'Afrique du Nord, 
une maladie d’allure épidémique, jamais observée jusqu’a 
cette époque depuis quatre années qu’est utilisée la singerie. 

Cette maladie, caractérisée cliniquement par l'association 
de polynévrite et de défaillance cardiaque et, anatomiquement, 
par des lésions cardiaques et nerveuses, se présente comme 
un béribéri tout a fait typique. La comparaison des troubles 
observés chez les animaux spontanément atteints de cette 
affection avec ceux provoqués expérimentalement chez des 
animaux sains par mise en état de carence en vitamine B, 
nous a paru suffisamment démonstrative pour attribuer 4 une 
carence en vitamine B, l’apparition, dans la singerie, de ce 
type nouveau de maladie. 

Les recherches que nous avons poursuivies nous permettent 
d’apporter la démonstration de cette hypothése et de tirer 
quelques conclusions de portée plus générale sur la nature 
du béribéri. 


I. — OBSERVATIONS CLINIQUES ET ANATOMO-PATHOLOGIQUES. 
CIRCONSTANCES ETIOLOGIQUES. 


Les singes vivaient dans une grande singerie ot les condi- 
tions hygiéniques d’aération, de lumiére et de propreté étaient 
trés satisfaisantes. Il est remarquable que, dans cette salle, au 
début de l’6pidémie, seuls les adolescents, c’est-a-dire les singes 
de trois & quatre ans, furent atteints. Sur les 10 singes de cet 
Age que comprenait l’élevage, 10 présenterent la maladie. 


392 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Par contre, chez les adultes, nous n’avons observé que 3 cas 
sur 25 animaux ; encore ces 3 animaux n ‘étaient-ils pas dans 
la singerie. Ils vivaient dans une autre piéce ou les cages 
étaient plus petites, peu éclairées et ot les soins donnés aux 
animaux étaient moins surveillés. 

Chez les jeunes d’un an et demi 4 deux ans qui constituaient 
le reste de I’élevage, la maladie survint environ trois mois 
plus tard et avec des symptémes un peu particuliers ; 7 sur 
20 singes de cet Age furent atteints. 

L’influence de l’dge sur la susceptibilité & la maladie est 
donc indiscutable. Le sexe ne semble pas avoir d‘influence. 
L’espéce, par contre, parait jouer un role, puisque 2 Cerco- 
pithéques (Aethiops sabaeus) présents dans les cages des 
3 Macaques adultes restérent en bonne santé. 


Symprémes. — La maladie s’étend sur une durée de quel- 
ques semaines a quelques mois. Aprés un début insidieux, 
elle évolue irréguliérement avec des temps d’arrét et des 
périodes d’aggravation. On peut distinguer nettement la 
période d’état, ot la paralysie est d’intensité moyenne, et une 
période terminale avec des symptOmes généraux marqués. 

Le début s’installe progressivement et passe souvent ina- 
percu. L’un des premiers signes en est l’impossibilité de 
sauter : l’animal esquisse le geste de saut, mais il ne le réalise 
pas. Il grimpe avec moins de souplesse. La démarche devient 
incertaine et, souvent, la géne de la marche prédomine d’un 
cété. L’activité générale de l’animal semble diminuée : il 
reste assis dans sa cage, & longueur de journée. 

La période d’état survient insensiblement, aprés un temps 
variable suivant les animaux, mais en général assez court. 

Les troubles nerveux se manifestent de plusieurs facons 

L’attitude de l’animal au repos est caractéristique. Il reste 
assis, les membres inférieurs repliés devant lui, de telle facon 
que la téte pose sur les genoux. Il se redresse de plus en plus 
difficilement au fur et A mesure que la maladie évolue. La 
station debout est pénible 4 l’animal ; elle devient graduelle- 
ment impossible. 


Dans la marche, l’équilibre est instable : ’animal réussit 


BERIBERI SPONTANE DU SINGE 393 


a faire quelques pas et tombe en avant. Au début de la 
maladie, les chutes se font fréquemment sur le coté ; mais 
cette prédominance unilatérale de la paralysie s’efface rapi- 
dement. Dans deux cas, la marche prit une allure caractéris- 
tique, souvent esquissée chez les autres animaux : l’animal 
déplacait le train postérieur d’un bloc, les membres inférieurs 
semblant soudés au bassin ; il s’appuyait pour cela sur les 
membres antérieurs, & la maniére d’un cul-de-jatte (fig. 1). 
La force musculaire est trés diminuée aux membres posté- 
rieurs. Par contre, les animaux gardent A peu pres compld- 
tement l’usage de leurs membres antérieurs. Ils arrivent 


parfois & grimper en se hissant avec les bras. Dans les deux 
cas ou |’évolution de la maladie fut accélérée expérimentale- 
ment, n° 9 et 10 (tableau IID, la paralysie s’étendit aux quatre 
membres. I] y eut aussi 1 cas de paralysie faciale gauche 
(ne 6); 

En examinant la force musculaire des malades, on remarque 
que les membres postérieurs sont maintenus fléchis et que les 
animaux ne peuvent pas les étendre. Il y a done un certain 
degré de contracture du membre postérieur. 

En résumé, les animaux présentent une paraplégie qui reste 
longtemps fragmentaire et incomplete. 

L’amyotrophie est intense. Elle prédomine aux membres 
inférieurs ; les muscles du trone et surtout ceux du bassin 
sont atrophiés ; enfin ceux du membre antérieur, bien que 
moins atteints, ne sont pas épargnés. Cependant, en dépit de 
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la trés grande fonte musculaire, ]’examen électrique ne montre 
pas de réaction de dégénérescence (1). 

Les troubles réflexes sont variables (2). Le réflexe rotulien, 
normalement vif chez le singe, semble parfois exagéré et 
polycinétique au début de la maladie. Dans les cas bien carac- 
térisés, le réflexe va en s’affaiblissant et devient trés faible, 
puis disparait. La mort peut cependant survenir, sans que 
son abolition soit totale (n° 6). Le réflexe cutanéo-plantaire 
(signe de Babinski) est en flexion comme chez les animaux 
normaux [4]. Un certain degré de photophobie a été observé 
dans deux cas (9 et 10), & la période terminale. Les troubles de 
la sensibilité ne sont pas nets : il semble parfois exister une 
certaine hypoesthésie des membres inférieurs. La douleur 
spontanée est absente. 


FoRME AVEC CONTRACTURE. — La maladie chez les plus 
jeunes singes atteints s'est manifestée dans plusieurs cas par 
des crises aigués de contracture qui peuvent durer quelques 
minutes ou quelques heures ; les animaux reprennent ensuite 
leur aspect normal. Il s’agit de contractures des extrémités 
maintenant les doigts et les orteils repliés avec l’aspect de 
main en griffe. Dans un seul cas, il semblait y avoir des 
crampes douloureuses. Parfois ces crises se greffent sur un état 
de paralysie des membres inférieurs plus ou moins marqué 
(n° 13), parfois elles surviennent chez les animaux par ailleurs 
normaux (44 et 45). 


TROUBLES CARDIAQUES. — Les troubles cardiaques se mani- 
festent au début par une respiration courte, puis par des crises 
de dyspnée de plus en plus violentes, survenant a l'occasion 
d'un effort ou d’une émotion. Le visage est cyanosé. Chez les 
plus jeunes animaux, l’augmentation du nombre et de l’ampli- 
tude des mouvements respiratoires entraine une déformation 


du thorax qui, peu & peu, se distend vers l’avant en forme 
de bosse de polichinelle. 


(1) Les examens électriques ont été faits par M. le D™ Speder que nous 
tenons a remercier vivement. 


(2) Nous remercions le D® Pierson qui a bien voulu controler nos 
examens cliniques. 
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Le pouls se ralentit au fur et A mesure de l’évolution de la 
maladie. Au lieu des 250 pulsations & la minute que pré- 
sente l’animal normal, on observe une diminution graduelle 
jusqu’aux environs de 150 et méme de 120. A l’auscultation, 
les bruits du coeur sont un peu moins bien frappés que nor- 
malement ; parfois des extrasystoles font leur apparition. Les 
symptomes cardiaques prédominérent chez 2 jeunes animaux 
(n°* 16 et 17) présentant une paralysie peu accusée des mem- 
bres postérieurs. Ces phénoménes cardiaques marqués par 


Rea\\ ata | 


des crises de dyspnée entrainérent la mort d’un de ces ani- 
maux (n° 16). 


EvyoLUuTION DE LA MALADIE. — L’état général s’aggrave peu a 
peu. En plus de l’amyotrophie, il existe un amaigrissement 
général de l’animal. Son activité et son appétit diminuent. 
La fiévre est absente. 

L’évolution se fait en deux temps. La période d'état dure 
eénéralement de deux & six mois, mais, surtout chez les 
adultes, elle peut se prolonger davantage. Le passage de la 
période d’état a la période terminale se fait progressivement ; 
il peut étre précipité par une émotion, en particulier aprés un 
examen de l’animal, une prise de sang ou, plus généralement, 
toute manipulation qui entraine de vives réactions du singe. 

Au cours de la période terminale, l’aspect de l’animal est 
caractéristique. On le trouve, non plus assis mais allongé, la 
téte reposant sur les membres antérieurs étendus vers l’avant 
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(fig. 2, 3, 4). Si on essaie d’asseoir l’animal, il retombe en 
avant ; plus rarement, il se met en boule, la téte appuyée sur 
Jes membres postérieurs (fig. 5 et 6). Bien entendu, la marche 
est impossible. 

En plus de la paralysie, l’animal est parfois agité par de 
brusques tressaillements correspondant A des secousses mus- 
culaires localisées (n°* 9 et 10). Des frémissements moins vio- 
lents (n° 11) semblent, au contraire, indiquer des contractions 
musculaires étendues. 

On observe une accentuation des phénoménes cardiaques. 
En particulier, les crises dyspnéiques se font de plus en plus 


fréquentes et violentes ; elles peuvent occasionner la mort de 
!animal. 

L’animal se nourrit trés peu ou pas du tout. Il présente 
parfois de la diarrhée. Dans 14 cas, il y eut des vomissements. 
L’animal ne bouge plus et, s’il n’est pas emporté par une 
crise de dyspnée, il meurt de cachexie. La phase terminale 
dure environ une dizaine de jours. 


EXAMEN ANATOMO-PATHOLOGIQUE. — L’examen a surtout porté 
sur le systéme nerveux et sur le coeur. 

La moelle épiniére et les nerfs ont été étudiés par la méthode 
de Weigert (modifications de Nageotte et de Spielmeyer) et 
par la méthode de Marchi. Dans 3 cas, l’examen de la moelle 


ne montrait pas de lésions. 
Au niveau des nerfs, les signes de dégénérescence de la 
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TaBLEAU I. — Observation 


myéline sont trés marqués. Les lésions varient d’intensité 
dune fibre & autre ; entre la simple apparition de fines irré- 
gularités dans une gaine de myéline normalement disposée 
(dégénérescence mousseuse) et la transformation complite de 
la fibre nerveuse en gouttelettes graisseuses informes, tous les 
intermédiaires s’observent. Les lésions prédominent au niveau 
des nerfs périphériques, nerf plantaire par exemple. Mais elles 
existent aussi dans les gros troncs nerveux, comme celui du 
sciatique. En comparant le sciatique A l’émergence du plexus 
lombaire et l’huméral 4 l’émergence du plexus axillaire, on 
observe une prédominance des lésions au nerf du membre 
inférieur. Chez le singe présentant une paralysie faciale, le 
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nerf facial du cété atteint était en pleine dégénérescence (n° 6). 
infin, dans tous les cas examinés, le pneumogastrique est 
nettement lésé. Dans l'ensemble, les lésions étaient beaucoup 
plus marquées que celles décrites dans les classiques descrip- 
tions de la polynévrite aigué du pigeon. 

L’examen du coeur montre, dans tous les cas sans exception, 
la présence d’environ 2 cent. cubes de liquide citrin dans le 
péricarde. Il n’existe jamais d’épanchement dans les autres 
séreuses ni d’cedéme sous-cutané. Le coeur est fréquemment 
hypertrophié, Vhypertrophie étant surtout visible a gauche. 
Chez les jeunes animaux, sous l’influence de la dyspnée, le 
thorax se déforme en prenant la forme d’un cone évasé vers 
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le bas. Ceci entraine parfois des déformations curieuses : les 
derniéres cdtes, refoulées vers le haut, posent A plat sur la 
face postérieure du foie, dans laquelle elles impriment des 
marques et, derri¢ére le sternum, des boursouflures du foie 
refoulent en bourse le diaphragme distendu. Cette plasticité 
du foie des animaux jeunes est assez remarquable. 
Fréquemment, & l’autopsie des animaux morts spontané- 
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ment, il existe des infarctus pulmonaires plus ou moins 
récents. L’asystolie en est la cause. 

L’examen du tube digestif révéle de l’atonie et de la conges- 
tion. Certains segments de l’intestin gréle ou du colon sont 
anormalement dilatés ; parfois la distension affecte une zone 
réduite du célon qui se gonfle comme un ballon prét a éclater 
(n° 6). La congestion se traduit par de la rougeur, des points 
ecchymotiques le long du tractus digestif ; ceci peut aboutir 
a des ulcéres typiques, en particulier dans l’estomac. Les 
ganglions mésentériques deviennent énormes (n° 6). 

L’activité des glandes génitales est ralentie ; 1’examen histo- 
logique des gonades montre, au moins chez le male, une mise 
au repos de la glande. D ailleurs, au cours des six mois qui 
précédent l’éclosion de la maladie, les singes de l’élevage 
cessérent de se reproduire. 

Signalons enfin l’atrophie du thymus et la fréquence de 
Vinfiltration graisseuse du foie. 


ConcLusions. — Une paralysie incompléte et indolore, avec 
atrophie musculaire et diminution des réflexes tendineux, 
mais sans signe de Babinski en éventail, indique l’existence 
de lésions périphériques : il s’agit de polynévrite. 

Van Bogaert a observé, chez plusieurs espéces de singes, 
une affection polymorphe, la leuco-encéphalo-myélose péri- 
vasculaire qui, dans certains cas, se traduit par une para- 
plégie (3). Les descriptions qu’il donne des Cercopithéques VI 
& IX en particulier ressemblent 4 nos observations. Mais il 
s’agirait d’une affection d’origine centrale, qui s’expliquerait 
par des lésions cérébrales ou médullaires au niveau de la 
substance blanche. Cela n’a donc rien de commun avec nos 
observations qui correspondent a des lésions des nerfs péri- 
phériques. D’ailleurs Van Bogaert ne mentionne pas les 
troubles cardiaques qui, ici, sont constants. 

Quant a la cause de cette polynévrite, l’absence de tempé- 
rature, les résultats négatifs obtenus par inoculation du sang 
ou du systéme nerveux des singes atteints, s’opposent a l’idée 

(3) L. Van Bocarrt. Les aspects anatomo-cliniques d’une maladie 


démyélinisante observée chez le singe. La _ leuco-encéphalo-myélose 
périvasculaire confluente. Ces Annales, 63, 1939, p. 315. 
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d’une infection. En particulier, l’examen de la gorge de 4 ani- 
maux n’y montra pas de bacilles de Loeffler ; il ne s’agit done 
pas de polynévrite diphtérique. 

S’il ne s’agit pas d’une maladie infectieuse, on peut penser, 
soit & une polynévrite toxique, soit & du béribéri. Mais la 
présence de troubles cardiaques dans tous les cas, et cela 
chez les jeunes animaux, est en faveur de la seconde hypo- 
thése. Les autopsies ont confirmé ce diagnostic, en montrant 
deux signes caractéristiques du béribéri : l’épanchement citrin 
du péricarde et surtout la présence de lésions des nerls chez 
tous les animaux examinés. 

Il s'agit done bien d’une épidémie de béribéri chez le singe. 
Pour donner A ce diagnostic une base solide, il restait a 
analyser le régime des animaux. 


Il. — ErupE pU REGIME. 


Avant septembre 1939, les animaux de I|’élevage n’avaient 
jamais présenté de symptémes de béribéri. Ils recevaient un 
régime a base de glands, suppléé quelquefois par des graines 
de tournesol. En plus de ces aliments qui constituaient l’essen- 
tiel du régime, les animaux recevaient du pain sec, des carottes 
et du chou. 

Kn septembre 1939, il fut impossible de donner des glands 
frais, comme les années précédentes. Pendant quelques mois, 
les animaux recurent de vieux glands ; ceux-ci étaient grave- 
ment avariés et la substance de beaucoup d’entre eux était 
devenue pulvérulente. En février 1940, la provision de glands 
étant épuisée, le régime fut modifié. Aucun cas de paralysie 
n était encore apparu, ce qui élimine Vhypothése d’une poly- 
névrite toxique due aux graines avariées. A partir de ce 
moment, on donne aux singes des pdtes alimentaires ou de 
la semoule d’orge cuites, auxquelles on ajoute parfois, deux 
& trois fois par semaine, des pois chiches ou des féves. La 
plupart des singes refusent cette patée ou n’en prennent que 
de petites quantités. Enfin, ils recoivent aussi du pain sec en 
abondance avec un peu de carottes, de navets ou de choux. 
Deux mois aprés l’application de ce régime, au début d’avril 
1940, apparurent les premiers cas de béribéri. 
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Dans le tableau II, on trouvera un essai d’estimation de la 
quantité de thiamine absorbée par les animaux. Cette esti- 
mation ne peut étre que grossiére, car les animaux mangent 
une quantité variable de la nourriture qui leur est fournie. 
Tl est possible que les quantités de thiamine données pour le 
pain soient un peu élevées, car le pain de Casablanca était 
un pain parfaitement blanchi. La quantité de thiamine néces- 
saire, ainsi que l’a montré Arnold au laboratoire d’Elvehjem (2), 
doit étre d’environ 75 4 100 7 de thiamine pour 100 grammes 
de régime peu riche en graisse. Cette quantité nécessaire est 
constante pour toutes les espéces étudiées, y compris PT homme. 

Chez nos singes, le régime ne comportait que 46 y de thia- 
mine pour 100 grammes de nourriture. 

De l’exposé de ce régime, il peut étre conclu : 

1° Que la maladie n’était pas une polynévrite toxique due 
aux glands avariés, puisque les premiers symptOmes apparu- 
rent deux mois apres la suppression de ces glands. 

2° Que le régime comportait nettement une déficience par- 
tielle en vitamine B,. 


COMPARAISON DES OBSERVATIONS AVEC LES EFFETS DE LA DEFI- 
CIENCE EXPERIMENTALE EN VITAMINE B;. — A cause du contraste 
entre les nombreux symptémes observés chez homme au 
cours du béribéri et la pauvreté de signes observés chez les 
animaux soumis a une déficience expérimentale en vita- 
mine B,, il s’est produit une répugnance générale 4 admettre 
que le manque de thiamine était la seule cause du béribéri/[3). 

Comme les cas de béribéri spontané du singe présentaient 
la symptomatologie complexe de l’‘homme, des expériences 
furent conduites pour déterminer si une insuffisance en vita- 
mine B, provoquée expérimentalement pouvait faire ‘appa- 
raitre un semblable syndrome nerveux et cardiaque. Chez un 
singe qui avait recu un régime de riz poli, non lavé, Shiga 
et Kusama [4] observent des troubles nerveux et cardiaques 
strictement comparables 4 ceux que nous avons observés sur 
nos cas de béribéri spontané. Schaumann en avait déja trés 
briévement rapporté 4 cas [5]. Au contraire, dans les expé- 
riences de Mac Carrison, les singes mouraient rapidement 
sans présenter ces symptémes [6]. Dans ce cas, le riz utilisé 
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pour le régime avait été complétement débarrassé de thiamine 
par un séjour de trente-six heures & l’autoclave. Le régime 
auquel furent soumis expérimentalement nos singes était pra- 
tiquement dépourvu de thiamine. I] se composait de 87 p. 100 
de riz poli et lavé, de 10 p. 100 de caséine, de 3 p. 100 d'un 
mélange salin (Mac Callum). De plus, les singes recevaient 
chaque jour environ 1 cent. cube d’huile de foie de morue, 
A la pipette, et 10 milligrammes d’acide ascorbique en injec- 
tion sous-cutanée. 

La caséine était préparée de la fagon suivante : de la poudre 
de lait était dissoute dans dix fois son volume d’eau a 
environ 80° C précipitée avec CH, COOH a la méme tempé- 
rature et rapidement filtrée sous le vide. Deux fois le précipité 
était lavé & leau froide & environ 4° dans un milieu légére- 
ment acide et filtré. Il était- ensuite graduellement dissous 
dans une solution de CO,NaH a 40°, ensuite filtré. Finale- 
ment, une nouvelle précipitation était faite, le précipité lavé 
a nouveau deux fois et eau en grande partie extraite par 
pression. 

Les résultats de ce régime (voir tableau IL) indiquent que, 
alors que les singes de controle restaient en bonne santé (n°* 23 
et 25), les adultes carencés (n° 24) et les jeunes (n° 24) mou- 
raient en trente-trois & quarante jours avec trés peu de symp- 
tomes. L’examen histologique des nerfs montrait seulement 
de fines lésions de la myéline sans altérations visibles du 
cylindre-axe. Ainsi, comme dans les cas de Mac Carrison, une 
déficience compléte de thiamine avait abouti & la mort avant 
apparition de symptémes nerveux ou cardiaques marqués, 
alors que la déficience partielle de thiamine du reste de la 
colonie soumise au régime régulier avait produit (comme dans 
observation de Shiga et Kusama) un béribéri chronique avec 
de multiples symptomes. 

Récemment, plusieurs travaux ont montré que les plus 
nombreux symptémes cliniques ou histologiques pouvaient 
étre observés chez le rat [7], le pigeon [8] et le chien [9], lorsque 
la déficience en vitamine B, n’était pas complete. 

Dans le cas des singes n°** 9 et 10, ils étaient les seuls ado- 
lescents de la colonie qui n’étaient pas gravement malades 
(tableau I) lorsqu’ils recurent le régime expérimental donné 
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plus haut. Le régime eut un effet trés rapide puisque, aprés 
Six jours (n° 9) ou trois jours (n° 10), une brusque et complete 
quadriplégie apparut avec des secousses musculaires et de la 
photophobie. La mort survint en trois & quatre jours. Cette 
rapide éclosion des symptémes paralytiques montre que ces 
adolescents n’avaient pas de réserve en vitamine B,, ceci dt 
au fait que, soumis au régime de la colonie, ils utilisaient 
davantage de vitamine que les jeunes (n° 24) ou les plus agés 
(n° 21). Cela confirme la plus grande sensibilité des adolescents 
au béribéri, comme il est indiqué a propos de l’étiologie de 
la maladie. 

Cette éclosion rapide de béribéri rappelle étroitement le 
béribéri fulminant observé chez l’homme (10). 

En résumé, la déficience en B, est, soit : 

a) Complete, entrainant la mort rapide avec peu ou pas de 
symptémes spécifiques ; 

b) Partielle, provoquant du béribéri ; 

c) Partielle d’abord, puis soudainement complete, aboutis- 
sant au béribéri fulminant. 


Essais THERAPEUTIQUES. — Pendant les deux derniers mois 
(septembre et octobre 1940), les singes de la colonie, aussi bien 
que 2 animaux malades (n° 30 et 32), recurent une poignée 
d’un mélange riche en thiamine, de volume égal d’orge et de 
blé germé, en addition a leur nourriture habituelle. Aucun 
nouveau cas n’est apparu et les femelles recommencent a 
avoir leur menstruation. 

Le traitement de singes malades avec de la thiamine pure 
(bévitine Rhéne-Poulenc), 5.060 a 50.000 y par jour, fut sans 
résultat sur 3 animaux arrivés 4 la période terminale. Les 
lésions étaient probablement beaucoup trop avancées et l’émo- 
tion provoquée par les injections sous-cutanées entraine une 
crise aigué de dyspnée et peut parfois provoquer la mort de 
l’animal. De meilleurs résultats ont été obtenus chez 6 ani- 
maux (n° 7, 8, 18, 14, 17, 30) traités par ingestion quotidienne 
de 5.000 y de thiamine diluée dans I’eau de boisson, a laquelle 
étaient ajoutés 5 grammes de glucose, suivant les observations 
de Tonutti et Walraff [44]. Les crises de contracture dispa- 
rurent complétement chez les n°* 13 et 14, le premier semblant 
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tout a fait normal. La femelle adolescente (n° 8) eut a nouveau 
des menstrues. La paralysie régressa dans les n° 7, & et 31, 
mais ne fut pas modifiée dans le n° 14. Les animaux, cepen- 
dant, ne récupérérent pas entiérement le poids perdu préala- 
blement. En résumé, il y eut amélioration produite par la 
thiamine et, & aucun deegré, il n’y eut aggravation et il est 
probable que la plupart de ces animaux seraient morts a cette 
date (1 novembre) s’ils n’avaient pas recu de thiamine ; mais 
Vamélioration fut légére et ne semblait pas étre complete. 

La cure des phénoménes spasmodiques devait étre escomptée 
parce que la thiamine rapidement supprime |’opisthotonos et 
les autres accidents spasmodiques chez le pigeon et d’autres 
animaux [8 et 9]. 

La proportion trés faible d’amélioration de la paralysie est 
due 4 lVintensité de la dégénérescence des nerfs et l'on sait 
que la longueur du traitement pour la paralysie due a la défi- 
cience en B, est proportionnelle au nombre des axones dégé- 
nérés dans le sciatique du pigeon [8]. 

Cowgill [42], Street et ses collaborateurs [9] ont méme observé 
des cas de paralysie avancée qui ne pouvaient é¢tre améliorés. 

Quant a Vincapacité des animaux a retrouver leur premier 
poids lorsqu’ils sont traités avec la thiamine, cela suggére la 
possibilté d’une autre déficience affectant la croissance. Peut- 
étre un manque de riboflavine, bien que les carottes et les 
choux en contiennent une certaine quantité, ou, comme l’a 
suggéré Cowgill (communication orale), un manque de vita- 
mine B, qui peut aussi jouer un réle pour quelques sympt6mes 
cardiaques, comme tous les cas décrits par Thomas et ses 
collaborateurs [43]. 


Discusston. — I] est bien connu que, chez les petits animaux, 
un régime sans B, produit peu ou pas de symptomes cliniques 
et de lésions nerveuses caractéristiques du béribéri [44]. De 
méme Williams et ses collaborateurs n’obseryent pas de symp- 
tomes cliniques marqués avec un régime trés pauvre en thia- 
mine, chez homme [45]. Ces faits sont en accord avec 
l’absence de troubles cliniques et pathologiques chez nos singes 
soumis expérimentalement & un régime sans thiamine. D’autre 
part, un régime partiellement déficient en B,, donné a de 
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petits animaux, provoque de nombreux symptomes  clini- 
ques [8] et une dégénérescence des nerfs trés marquée [9] ; tous 
deux rappelant le béribéri. 

Dans nos cas de béribéri typique chez le singe, la thiamine 
du régime était estimée a ne pas étre plus que la moitié de ce 
qui était nécessaire pour l’animal. Sur la base de ces observa- 
tions, il semble raisonnable de conclure que seulement lorsque 
la déficience de B, est partielle, on obtient le tableau consi- 
déré comme caractéristique du béribéri. 


CONCLUSIONS. 


1° Vingt cas d'une maladie cardio-nerveuse observés dans 
une colonie de Macaca sylvanus ont été décrits. Les signes cli- 
niques de polynévrite et de défaillance cardiaque, les constata- 
tions, a l’autopsie, de dégénérescence des nerfs périphériques 
et d’hydropéricarde ainsi qu’un régime partiellement déficient 
en vitamine B, indiquent que le béribéri est la cause de cette 
maladie. 

2° Les singes adolescents (Agés de trois ans) étaient les plus 
sensibles 4 la carence, tous étaient frappés de bonne heure. 

Chez les sujets plus jeunes, la maladie apparaissait plus tard ; 
elle était caractérisée par des phénoménes spasmodiques et 
d’intenses troubles cardiaques conduisant & une mort rapide. 
Quelques animaux plus vieux présentaient des symptomes 
chreniques et modérés qui n’aboutissaient pas a la mort. 

3° Le traitement des animaux avec de la thiamine cristallisée 
avait une action curative sur les animaux, mais seulement 
incompléte, ce qui donnait 4 penser qu’une déficience prolongée 
détermine des lésions permanentes. La menstruation était 
reprise aprés un traitement soit avec du blé germé ou, dans 
! cas, de la thiamine pure. 

4° Dans les expériences de carence totale en vitamine B,, 
la mort survenait avant l’apparition de symptomes cliniques ou 
de dégénérescence histologique marquée des nerfs. Cependant, 
lorsque 2 adolescents subbéribériques recurent un régime privé 
de B,, des symptémes aigus rappelant ceux d’un béribéri fou- 
droyant furent observés. 
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5° Les observations, montrant l’échec d’une absence com- 
pléte de thiamine & produire les symptémes ou les Iésions du 
béribéri, suggérent que seulement une déficience partielle de 
thiamine se produit dans le béribért. 
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MODIFICATIONS DES CARACTERES DE FERMENTATION 
DU COLIBACILLE EN PRESENCE D’ENTEROCOQUE 


par M. MILLET. 


Laboratoire de bactériologie de VUniversité libre de Bruxelles 
(professeur Renaux) et Laboratoire de recherches cliniques 
de lHépital Saint-Pierre, a Brucxelles.| 


Nous avons iréquemment observé que des souches de coli- 
bacille d’origine fécale étudiées avant d’avoir été parfaitement 
purifiées, faisaient fermenter le glucose et le lactose sans 
dégager de gaz lorsque des entérocoques s’y trouvaient encore 
mélangés. . 

Nous avons essayé de reproduire expérimentalement ce 
phénoméne en cultivant dans des conditions variées, en 
milieu sucré, des mélanges de colibacilles et d’entérocoques. 

Nous nous sommes servi de souches de colibacilles récem- 
ment isolées des selles d’individus normaux et de souches 
traiches d’entérocoques provenant d’autres sujets. Les souches 
de colibacilles faisaient fermenter le glucose et le lactose en 
produisant un abondant dégagement de gaz. Les souches 
d’entérocoques faisaient énergiquement fermenter le glucose 
et le lactose sans toutefois dégager de gaz. Nous avons 
employé le plus souvent du bouillon de viande peptoné. Ce 
milieu était additionné au moment de l’emploi, d’un volume 
convenable d’une solution concentrée de sucre dans l'eau 
distillée, stérilisée par filtration. 

Pour observer aisément le dégagement de gaz, nous avons 
fait nos expériences avec des tubes ordinaires dans lesquels 
nous avons introduit, le fond dirigé vers le haut, de petites 
éprouvettes de verre léger de 3 centimétres environ de hauteur 
(tubes de Durham). Ces petites cloches se vident aisément de 
leur air au moment de la stérilisation. 

Toutes les expériences ont été reproduites avec 3 souches au 
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moins de colibacilles et autant d’entérocoques. Les ensemen- 
cements ont été pratiqués avec des germes provenant dune 
culture de vingt-quatre heures en bouillon ordinaire, lavés 
dans l’eau physiologique et émulsionnés & nouveau dans du 
bouillon frais. Nous avons, en général, ensemencé des quan- 
tités équivalant & 4 cent. cube d’une culture de vingt-quatre 
heures. 

Dans une premiére série d’expériences, nous avons ense- 
mencé simultanément le colibacille et l’entérocoque dans du 
bouillon glucosé ou lactosé & 5 p. 1.000. Aprés vingt-quatre, 
quarante-huit, soixante-douze heures, le gaz formé dans ces 
conditions est aussi abondant dans les cultures mixtes que 
dans une culture de colibacilles pure. Puis, toutes les conditions 
restant les mémes, au lieu d’ensemencer les deux germes a un 
méme moment, nous avons ensemencé d’abord l’entérocoque 
et ensuite le colibacille, deux, quatre, six, huit heures aprés. 
Les résultats ont été lus vingt-quatre heures aprés l’ensemen- 
cement des colibacilles, mais ils sont restés les mémes aprés 
quarante-huit et soixante-douze heures. Ils se trouvent consi- 
enés dans le tableau de la page 411 : 

On y voit que si le bacille est ensemencé huit heures au 
moins aprés l’entérocoque, la production de gaz se réduit a 
une petite bulle ou méme cesse complétement. Toutefois, si 
lintervalle entre les deux ensemencements atteint trois jours, 
le phénoméne ne s’observe plus et l’ensemencement du coli- 
bacille dans le milieu ot: s'est préalablement développé lenté- 
rocoque produit de nouveau du gaz. Ces résultats se sont 
confirmés pour toutes les souches que nous avons étudiées ; il 
arrive méme que la disparition du gaz soit plus précoce et 
s'observe dés la sixiéme heure. Toutefois, si l’on emploie des 
souches d’entérocoques fermentant mal le lactose, le phéno- 
méne est moins constant en bouillon lactosé qu’en bouillon 
glucosé : il n’apparait qu’irrégulitrement et, de toute facon, 
le délai 4 ménager entre les deux ensemencements se prolonge 
et varie. Par contre, si lon s’adresse A d’autres sucres que 
l’entérocoque et le colibacille font également bien fermenter, 
comme le rhamnose par exemple, tout se passe comme pour 
le glucose. 

Avant de pousser plus loin nos recherches, nous nous 
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A, Aciditication; +, dégagement modéré de gaz; ++, dégagement abondant de gaz; bulle, 


trés faible quantité de gaz. 


sommes demandé si, dans les expériences précédentes, il 
subsistait encore du sucre décelable dans le milieu au moment 
de l’ensemencement du colibacille. Nous avons recherché la 
présence du sucre dans les cultures d’entérocoques apreés 
quatre, huit, douze et vingt-quatre heures. Nous avons pu 
voir que méme aprés ce délai, le milieu déféqué au réactil de 
Courtonne réduisait encore la liqueur de Benedict et celle de 
Fehling. Il n’y a pas non plus arrét de Ja fermentation au 
moment de l’addition du colibacille, car lacidité du milieu 
continue a croitre pendant vingt-quatre heures au moins. 
Nous nous sommes aussi demandé si l’entérocoque ne 
produisait pas, au bout de sept & huit heures, une modification 
du milieu de culture capable d’influencer |’évolution normale 
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de la fermentation du colibacille. Pour le vérifier, nous avons 
ensemencé avec de l’entérocoque quelques tubes de bouillon 
glucosé ou lactosé 45 p. 1.000. Au bout de huit, douze ou seize 
heures de séjour a I’étuve, nous en avons filtré le contenu sur 
bougies Chamberland. Puis nous avons réparti aseptiquement 
le mélange par doses de 5 cent. cubes dans des tubes & fermen- 
tation et dans chaque tube nous avons ensemencé du coli- 
bacille. Au bout de vingt-quatre heures, nous avons obtenu 
un dégagement de gaz aussi abondant que dans des tubes 
témoins. Nous avons remplacé ensuite la filtration sur bougies 
par une centrifugation prolongée pendant une heure a la 
vitesse de 6.000 tours & la minute. Nous avons soigneusement 
décanté le liquide surnageant. Une partie de celui-ci a été 
remise en culture a l’étuve pour en vérifier la stérilité ; le 
restant a été réparti dans des tubes a fermentation et ense- 
mencé avec du colibacille. Nous avons pu voir que dans les 
cas ou la centrifugation avait réussi 4 débarrasser complé- 
tement ces cultures des entérocoques qui s’y trouvaient primi- 
tivement, le colibacille produisait un développement abondant 
de gaz ; dans les cas, au contraire ot, malgré la centrifu- 
gation, des entérocoques y étaient restés, le gaz ne se 
produisait pas. 

Ainsi donc, nous pouvons conclure que le phénoméne qui 
fait l'objet des présentes recherches n’est pas dd, ou tout au 
moins nest pas seulement dtu 4 une modification du milieu 
de culture sous l’influence de l’entérocoque. Pour qu/il se 
produise, la présence de ce germe dans le milieu est indispen- 
sable. Il est facile de se rendre compte qu’il doit en outre étre 
vivant car, si on chauffe les cultures d’entérocoques A 60°, 
pendant une demi-heure, en milieu sucré, avant d’y ajouter 
les colibacilles, ceux-ci provoquent un abondant dégagement 
de gaz. On pourrait enfin ajouter, en se référant & la fin de 
lexpérience résumée dans le tableau précédent, que l’enté- 
rocoque doit étre également en voie de développement. En 
effet, nous avons vu que si on ensemence le colibacille dans 
des cultures d’entérocoques en milieu sucré datant de trois 
jours, la fermentation se déroule comme si le colibacille s’y 
trouvait seul. 


On peut aisément illustrer ces constatations en faisant appel 


CARACTERES DE FERMENTATION DU B. COLI 4AZ 


& Vappareil d’Asheshov pour les cultures en parabiose. On 
intercale entre les compartiments de cet appareil une mem- 
brane (1) qui empéche les corps microbiens de passer d’un 
compartiment a l'autre, mais qui permet la libre circulation 
des substances solubles. On remplit les deux compartiments 
de Vappareil de bouillon glucosé et on y place deux éprou- 
vettes de verre léger, le fond dirigé vers le haut et faisant 
cloche. Si on ensemence l’entérocoque d’un cété et le coli- 
bacille de l’autre, quel que soit le moment de l’ensemencement 
de ce dernier germe, il se produit dans le compartiment ow il 
se trouve, un abondant dégagement de gaz. En outre, les 
bulles traversent la membrane et vont en partie se collecter 
dans la cloche du compartiment ot se développe l’entérocoque. 
Si au contraire, on ensemence dans chacun des deux compar- 
timents d’abord l’entérocoque et huit heures aprés le coli- 
bacille, la fermentation se poursuit, mais sans dégager de 
gaz. 

Cette expérience montre en outre que l’entérocoque est sans 
action apparente sur les gaz naissant de la fermentation (2). 

Nous nous sommes demandé enfin, si l’intervalle de huit 
heures qui doit séparer l’ensemencement des deux germes 
n'est pas rendu nécessaire par la lenteur relative de dévelop- 
pement de lentérocoque. Nous avons ensemencé simultané- 
ment des volumes constants de 0 c. c. 1 d'une culture de 
colibacilles avec des volumes croissants de 0c. c. 14 2¢. ¢. 5 
de culture d’entérocoques. Tous ces mélanges ont fait fermenter 
les sucres avec un dégagement abondant de gaz. Le délai 
minimum de huit heures ne parait donc pas dt a des dilfé- 
rences entre les vitesses de développement des deux germes 
et ne peut dés lors s’expliquer que par une maturation du 
milieu. 


(1) Asnesnov. J. Bact., 25, avril 1933, p. 339. Nous avons utilisé le 
« Membranfilter Mittel » de la Menbranfiltergeselschaft de Géttingen. 

(2) Quoiqu’il soit difficile de penser que l’entérocoque puisse agir en 
méme temps et de la méme facon sur les différents gaz produits par la 
fermentation, cette question doit ¢tre soulevée. Il est facile de montrer 
par exemple que ]’entérocoque est sans action sur le CO? naissant en 
cultivant celui-ci dans du bouillon sucré contenant du carbonate de 
calcium. Le dégagement de gaz est abondant et commence dés la 
dixiéme heure. 
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Pour étudier cet aspect du probléme, nous avons modifié le 
moment oti le sucre était ajouté & la culture. Nous avons 
d’abord ensemencé l’entérocoque dans du bouillon simple ; 
huit heures aprés, nous y avons ensemencé le colibacille et a 
ce moment nous y avons ajouté le sucre. Dans ces conditions, 
nous avons constaté que le développement de gaz était aussi 
abondant aprés vingt-quatre heures que dans les témoins ne 
contenant pas d’entérocoques. Il est donc nécessaire que 
Ventérocoque se soit trouvé en contact avec le sucre pendant 
un certain temps pour que l’expérience réussisse. 

Il ne faut cependant pas que tout le sucre soit ajouté en 
méme temps que l’entérocoque. En effet, nous avons ajouté, 
au moment de l’ensemencement de l’entérocoque, des volumes 
décroissants, de la solution sucrée et, huit heures aprés, au 
inoment de lVensemencement du colibacille, des volumes 
croissants de cette méme solution. Nous avons dés lors pu 
voir qu ‘il suffit que la concentration en sucre atteigne 2 p. 1.000 
au moment de l’ensemencement de l’entérocoque pour que 
laddition de quantités de sucre quatre, cing, six et dix fois 
supérieures au moment ot l’on ensemence le colibacille, ne 
soit suivie d’aucun dégagement gazeux apres vingt-quatre, 
quarante-huit et soixante-douze heures. 

Cette constatation permet d/ailleurs certains développe- 
ments. Nous avons dit plus haut que lorsque l’on emploie 
des souches d’entérocoques fermentant mal le lactose, le 
phénoméne ne s’observe qu’irréguliérement. On peut l’obtenir 
dune facgon trés constante en ensemencant 1l’entérocoque 
dans du bouillon glucosé & 2 p. 41.000 auquel, huit heures 
apres, on ajoute 3 a 4 p. 1.060 de lactose. 

On sait d’autre part que Ventérocoque est sans action sur 
Varabimose, tandis que le colibacille s'attaque énergiquement 
a ce sucre. Si on ensemence l’entérocoque dans du bouillon 
contenant 5 p. 1.000 d’arabinose et si, huit heures aprés, on y 
ajoute du colibacille, tout se passe comme si le colibacille se 
trouvait seul en présence d’arabinose et on observe un abon- 
dant développement de gaz dans les délais habituels. Par 
contre, si, en méme temps que l’entérocoque et l’arabinose, 
on ajoute au milieu 2 p. 41.000 de glucose, l’ensemencement 
ultérieur du colibacille n’est plus suivi d’un dégagement de 
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of 


gaz. Ainsi donc, lorsque le colibacille est ensemencé dans un 
milieu ot l’entérocoque se développe en attaquant un sucre, 
il devient incapable de produire du gaz, méme a partir d’un 
autre sucre auquel l’entérocoque ne s’attaque pas. 

Des observations semblables & celles qui font l'objet de ce 
travail peuvent d’ailleurs se faire si on remplace l’entérocoque 
par d'autres germes d’espéces diverses, par exemple le strepto- 
coque hémolytique, le Streptococcus viridans, le pneumo- 
coque, le staphylocoque blanc et le staphylocoque doré, le 
tétragéne et le B. subtilis. Toutefois, le délai que l’on doit 
observer avant d’ajouter le colibacille 4 la culture varie avec 
lespéce ensemencée la premiére. Ce délai est de dix heures 
environ pour le streptocoque hémolytique, de seize heures 
pour le S. viridans, de six heures pour les staphylocoques 
blanc et doré, de dix a seize heures pour le pneumocoque, de 
dix heures pour le tétragéne et de sept a dix heures pour le 
B. subtilis. 

Il résulte en fin de compte de cet ensemble d’expériences 
et d’observations que le colibacille cesse de produire du gaz 
dans les milieux sucrés lorsqu’il est mélangé, dans certaines 
conditions, & des germes d’espéces diverses dont le mode de 
fermentation est différent du sien. Tout se passe comme si son 
action s’arrétait dés les premiers stades de la désintégration 
du sucre, ou encore comme s'il s’effacait délibérément devant 
son associé, ou enfin comme s'il adoptait le mode de fermen- 
tation de ce dernier (3). 


(3) Voir aussi : Mitter, Reretorr et Fincter. C. R. Soc. Biol., 125, 
1937, p. 391. 


ERRATA 


M. Guittaumis. Ces Annales, 68, mars 1942, p. 209 : 

Troisieme colonne du tableau 1, avant-derniére ligne, lire 1/3.500 au lieu 
de 1/1.350. 

Troisieme colonne du tableau J, derniére ligne, lire 4/3.000 au lieu de 1/1.300. 
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ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANGAISE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 5 mars 1942. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


ETUDES SUR LE POUVOIR ANTISULFAMIDE 


Il. — QUELQUES ASPECTS CHIMIQUES 
DU POUVOIR ANTISULFAMIDE DES PEPTONES (°) 
(ACETYLATION ET DIALYSE) 


par J. TABONE et F. NITTI. 


Dans une note précédente (1) on a montré que, pour certaines espéces 
bactériennes, le pouvoir antisulfamide des peptones se comporte de 
facon différente de celui de l’acide p-aminobenzoique. Ce fait et 
d’autres encore nous ont conduits 4 nous demander s’il existe des 
substances, autres que l’acide p-aminobenzoique, douées du pouvoir 
@inhiber Vaction bactériostatique des sulfamides. Nous avons été ainsi 
amenés & aborder létude chimique du pouvoir antisulfamide des 
peptones (**). 

Dans la note présente nous donnerons les résultats d’une étude 
sur l’évolution du pouvoir antisulfamide des peptones au cours du blo- 
cage progressif de certaines fonctions chimiques de ces peptones par 
des radicaux acétyles. Nous mentionnerons également les résultats 
d’expériences relatives au comportement du pouvoir antisulfamide au 
cours de la dialyse des solutions de peptone. 


(*) Le pouvoir antisulfamide des peptones peut étre da a la présence 
dans les peptones dune ou bien de plusieurs substances douées du pouvoir 
dinhiber Vaction des sulfamides ; il peut étre également la résultante d'un 
certain nombre de vecteurs physico-chimiques. Nous emploierons dans 
celle note indifféremment Vexpression de pouvoir antisulfamide et celle de 
substance antisulfamide. 

(1) F. Nirrr et J. Taponr, séance du 5 mars, ces Annales, 1942, 68, 360. 

(**) Nous avons utilisé dans ce travail des échantillons de peptone 
Chapolteaut. 
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ETUDE DU POUVOIR ANTISULFAMIDE DES ACETYLPEPTONES, 


a) TECHNIQUES UTILISKEs. — Acétylation des peptones par le céléne. — 
Nous avons utilisé l’appareil proposé par Herriot (2). Mentionnons seu- 
lement que nous éliminons complétement le céténe et lacide acétique 
libre qui souillent les solutions de peptones acétylées avant de les sou- 
mettre aux dosages qui suivent. 

Dosage du pouvoir antisulfamide. — La méthode suivie est celle pro- 
posée par Nitti dans une note précédente (1). Le germe utilisé est un 
proteus, le Proteus X19. 

Dosage des groupements aminés. — Ce dosage se fait selon la 
technique de Van Slyke ; la durée de réaction de l’acide nitreux est de 
vingt minutes. 

Dosage de lacide acétique fixé sur les peptones. — Nous avons suivi 
ja méthode mise au point par l’un de nous (8). 


b) RésuLTATs oprenus. — Les résultats sont réunis dans le tableau I. 


TABLEAU 1. 


ACIDE ACETIQUE 


POUVOIR 
SRS fixé par gramme antisulfamide 
DUREE (dosuble, de Depeene de 1 gramme 
Ss Saint : t de peptone 
de l’acétylation erate cee ae sts a) eens en y 
DUONG RNSe es S en d’acide 


Ores Sy eee AS 
30 minutes. . 
45 minutes. 

A he 45 

3 h. 45 


45 minutes. 
30 minutes. 
45 minutes. 
Ge Ae akc 
§ heures . 


de peptone 


Expérience 


Expérience 


0 
43 
27 
43 
57 
87 


centimétres cubes 


I (A). 


II (4). 


0 
LEO) 
16,3 
20,8 
Wee 
Sle! 


p-aminobenzoique) 


200 
156 
87 
50 
22 


200 
167 
400 
67 
20 
20 


(1) Les expériences 


I et II correspondent a l'étude de deux solutions de peptone qui 


ont été acétylées dans des conditions qui ne différaient que quant a la concentration des 
solutions soumises a l’action du céténe. Dans l’expérience I : 75 g. de peptone sont dis- 
sous dans 250 c.c. d’eau; dans l’expérience II : 25 g. de peptone sont dissous dans 150 c.c. 


d’eau. 


(2) Pour la description de l'appareil utilisé et de la technique suivie, voir 
la publication dans laquelle Herriot a décrit pour la premiere fois sa 
méthode d’acétylation. Herriot, J. gen. Phys., 1935, 18, G7. on 

(3) J. Tasone, Etude des radicaux acétyles liés aux protéides pence 
These de Doct. és Sc., Paris, 1941, 29 et ces Annales, 1941, 67, 248 et 314. 
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Les figures 1 et 2 illustrent l’évolution du pouvoir antisulfamide en 
fonction de la durée de l’acétylation (courbe de Ja figure 1) et en fonc- 
lion de la quantilé d’acide acétique fixé et du pourcentage de fonctions 


amines bloquées (courbes de la figure 2). 
Les trois courbes sont assez exactement constituées par deux portions 
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Fic. 4. — Evolution du pouvoir antisulfamide en fonction de la durée d’acéty- 
lation de la peptone. Les cercles noirs @ représentent les résultats de l’expé- 
rience I; les cercles blancs © représentent les résultats de l’expérience II. 


de droites dont l’une (la portion terminale) est rigoureusement paral- 
léle a l’axe des abscisses, la valeur de son ordonnée est de 20 y. 
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Fic. 2. — Evolution du pouvoir antisulfamide : 4° en fonction du pourcentage de 
fonctions amines bloquées par gramme de peptone (courbe en traits pleins) ; 
2° en fonction de la quantité d'acide acétique fixé par gramme de peptone 
et exprimée en centimetres cubes de solution N/20 (courbe en pointillé) 


c) Discussion DES RESULTATS OBTENUS. — On sait que le céteéne réagit 
sur les fonctions amines, phénols et thiols mais non sur les fonctions 
alcools. Le fait que le pouvoir antisulfamide diminue au cours de l’acé- 
ltylation prouve denc que la substance antisulfamide ne renferme pas, 
dans sa molécule, de fonction alcool ou tout au moins que les fonctions 
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alcools, si elles y sont présentes, ne jouent aucun réle dans la produc- 
lion des propriétés antisulfamides. On sait, de plus, que tandis que les 
fonctions amines s’acétylent assez rapidement (en une ou deux heures, 
en général), les fonctions phénols, au contraire, exigent beaucoup plus 
de temps pour étre bloquées d’une facon quantitative. Or, précisément 
lexamen de la courbe de la figure 1 montre que le pouvoir antisulfa- 
mide de la peptone a atteint son minimum aprés une acétylation dont 
la durée est d’environ deux heures. Ainsi donc les fonctions amines 
sont responsables du pouvoir antisulfamide. D’ailleurs, les courbes de 

figure 2 confirment pleinement cette facon de voir. Elles montrent, 
en effet, que le pouvoir antisulfamide est une fonction strictement 
linéaire du nombre des fonctions amines bloquées. L’existence d’un 
palier horizontal dans Jes courbes des figures 1 et 2 prouve que le 
dérivé N acétylé de la substance antisulfamide de la peptone a une 
activité résiduelle, elle est de 20 y (soit exactement 10 p. 100 de l’activité 
initiale de la peptone). Ce palier montre, de pius, que les fonctions 
amines qui sont acétylées dans celte partie horizontale de la courbe 
sont complétement dépourvues de pouvoir antisulfamide. 


COMPORTEMENT DU POUVOIR ANTISULFAMIDE AU COURS DE LA DIALYSE 
DE SOLUTION DE PEPTONE. 


La dialyse porte sur une solution de 800 c. c. renfermant 100 g¢. de 
peptone. Elle se fait dans un sac de cellophane sous pression, en pré- 
sence de toluéne et a la glaciére. On renouvelle les dialysats toutes les 
vingt-quatre heures. On les réunit en trois fractions. La premiére cor- 
respond a la fraction qui a dialysé du premier au septiéme jour ; la 
deuxiéme a celle qui a dialysé du septi¢me au onzi¢me jour ; la troi- 
siéme a celle qui a dialysé du onzieme au dix-huitiéme jour. Ces trois 
fractions ont un pouvoir antisulfamide assez semblable (820 y environ) ; 
‘e pouvoir antisulfamide de la fraction qui reste dans le sac a dialyser 
est plus faible. 

Ces expériences sont assez difficiles 4a interpréler ; nous pouvons 
invoquer pour expliquer la faible vitesse de dialyse des substances 
responsables du pouvoir antisulfamide une liaison éventuelle, et qu7il 
faudrait définir, entre la substance antisulfamide et des restes pepti- 
ciques de dimensions différentes. 


CONCLUSIONS. 


Le pouvoir antisulfamide des peptones est lié a l’existence de cer- 
taines fonctions amines. Ces fonctions amines sont libres, faciles a 
acétyler ; elles libérent leur azole au Van Slyke. La substance antisulfa- 
mide a une vitesse de dialyse faible. 


Unstitut Pasteur.) 
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Séance du 9 avril 1942. 


Présidence de M. JAcoguES TREFOUEL. 


COMMUNICATIONS 


RECHERCHES BIOCHIMIQUES SUR F. FUS/FORMIS 


par A.-R. PREVOT et J. TAFFANEL. 


Malgré les trés nombreux travaux réalisés sur Fusiformis fusiformis 
(Vincent, Topley et Wilson), cette espéce est l'une des moins bien carac- 
térisées parmi les anaérobies, et il suffit, pour s’en rendre compte, de 
lire l’opinion des auteurs qui l’ont le plus étudiée (Miilhens, Sanarelli, 
Slanetz), opinion (1) qui accuse encore beaucoup d’incertitudes. 

Grace a Vobligeance de notre collégue P. Séguin, nous avons pu étu- 
dier trois souches de F. fusiformis, et établir quelques faits nouveaux 
concernant ‘ses caractéres culturaux, son type fermentaire et son absence 
d’antigéne lipido-glucidique. Ces trois souches ne différent entre elles 
que par des caractéres minimes (les souches H et O ayant une tendance 
& autoagglutiner en bouillon glucosé ; la souche G étant pathogéne pour 
la souris) el répondent exactement & la description donnée par Topley 
et Wilson (2). Toutes les trois sont indologénes et produisent une petite 
quantité d’SH,. 


I. CarRacrERES GULTURAUX NOUVEAUX. — 1° Type oxydo-réducteur. — 
La safranine est partiellement réduite (rH=2,5) et cette réduction est 
réversible. Le rouge neutre et la phénosafranine sont totalement réduits 
(véduction irréversible). Le rH final des cultures est donc compris entre 
3,1 et 2,5. 


2° Action sur les nitrates. — Aucune des trois souches ne réduit ni 
ne détruit le nitrate de sodium. 

3° Action sur la fibrine. — La fibrine n’est nullement attaquée. 

4° Facteur de croissance. — La vitamine C favorise nettement les 


cultures en accélérant leur départ et en augmentant leur abondance. 
Elle remplace avantageusement le sérum frais et, au taux de 1/75.000, 
facilite la conservation des souches. 

5° Action sur les glucides. — Outre les glucides considérés classique- 
ment comme fermentés par toutes les souches (glucose, lactose, mal- 


(1) Voir Vintroduction du chapitre « B. fusiformis » du traité des 
Microbes Anaérobies de \Veinberg, Nativelle et Prévot, 803. 
(2) Voir A.-R. Prévor, Manuel de Classification des Anaérobies, 188. 
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tuse, mannite), nos trois souches attaquent aussi lévulose, galactose, 
arabinose et xylose. 


Il. Type rermenrarre. — Le glucose est rapidement et abondamment 
aétruit. En bouillon VF glucosé 4 1 p. 100, aprés huit jours de fermen- 
tation, la souche O a détruit 0,460 g. de glucose; la souche G, 0,424 g., 
et la souche H, 0,439 g. pour 100 c. c. Le pH est passé de 7 4 5,5 pour 
les souches H et G, et & 5 pour la souche O. La quantité d’NH® formée 
dans 100 c. c. de culture est respectivement 0,051 g. (souche H), 0,0714 g. 
(souche O) et 0,129 g. (souche G). Dans le distillat alcalin on trouve 
une forte quantité d’amines volatiles, une petite quantité d’aldéhyde, 
beaucoup d’indol, mais ni alcool, ni cétone, ni acétylméthylearbinol, ni 
phénol, ni scatol, ni crésol. 

L’acidité volatile des cultures atteint (exprimée en acide acétique 
pour 100 c. c. de culture) 0,187 g. pour la souche H ; 0,1794 g. pour la 
souche O, et 0,135 g. pour la souche G. Elle correspond 4 un mélange 
dacides butyrique et acétique dans les proportions de 1/1 (souche H), 
1/2 (souche O) et 2/3 (souche G). Dans les cultures acidifiées par SO,H, 
on peut extraire une notable quantité d’acide Jactique, mais pas d’acide 
succinique. 


Ill. RecuercHe Dd’UN ANtTIGENE. — Les souches O et H n’étaient pas 
pathogénes pour la souris. La souche G, au contraire, tuait la souris 
blanche en quarante-huit heures aprés injection intrapéritonéale de 
0,25 c.c. de culture de vingt heures. C’est donc sur la souche G «que 
nous avons recherché ]’antigéne lipidoglucidique par la technique de 
Boivin et Mesrobeanu. 

Ayant ensemencé 8 litres de bouillon VF glucosé 4 3 p. 1.000 avec des 
cultures de la souche G en bouillon additionné de 1 p. 75.000 d’acide 
ascorbique, nous avons obtenu une trés abondante récolte de corps 
microbiens : 23,9 g. aprés dix-neuf heures d’incubation a 37°. Ces corps 
inicrobiens ont été lavés, recentrifugés et repris par 120 c. c. d’eau dis- 
tilée, puis traités par 120 c.c. de la solution d’acide trichloracétique 
410 p. 100. Aprés le temps prescrit, nous avons centrifugé et obtenu un 
liquide fortement teinté en jaune citron indiquant une abondance 
remarquable de flavines, mais nullement opalescent. Néanmoins nous 
avons soumis ce liquide 4 la dialyse et, aprés décoloration, avons cons- 
taté l’absence totale d’opalescence. D’ailleurs, aprés traitement par 
V’alcool ou par l’acétone, il ne se produisait pas de précipité. Nous en 
concluons que la souche G ne produit pas d’antigéne lipido-glucidique 
et que, par conséquent, il faut chercher ailleurs la raison de son pou- 
voir pathogene. 


Coneciusions. — F. fusiformis abaisse le rH des bouillons entre 2,5 
ct 3,1. Il n’attaque pas les nitrates ni la fibrine. Il est favorisé par la 
vitamine C. Il fait fermenter glucose, lévulose, galactose, maltose, lac- 
lose, arabinose, xylose et mannite. Il détruit une forte proportion de 
glucose (42 A 46 p. 100). C’est un ferment acéto-butyro-lactique pro- 
duisant, en outre, indol, SH,, NH,, amines volatiles et aldéhydes. La 
recherche d’un antigéne lipido-glucidique est restée négative. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 
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SUR LES DIMENSIONS DES MICRO-ORGANISMES 
CONSIDEREES A L’ECHELLE MOLECULAIRE 


par D. DERVICHIAN. 


On admet que les particules de certains ultravirus sont des molécules 
individuelles. Il est évident que, dans ce cas, la forme du virus, son 
organisation si lon veut, se confond avec la structure moléculaire. 
D’ailleurs, la méme remarque s’appliquerait encore s'il s’agissait, au 
lieu d’une molécule unique, de quelques dizaines de molécules. Mais 
je voudrais aller plus loin et attirer l’attention sur le fait que, méme 
chez les microbes, certaines dimensions ne sont pas tellement éloignées 
des dimensions moléculaires et montrer que la structure moléculaire 
doit conditionner la forme, du moins de certaines parties, des micro- 
organismes ; parties ou organites qui se trouvent encore a la limite de 
la visibilité. 

Nous avons naturellement tendance 4 considérer que l’organisation, 
au sens biologique du mot, se poursuit par étages, si ce n’est indéfini- 
ment, du moins encore trés loin au-dessous des plus petites dimensions 
visibles au microscope et que de nouveaux grossissements nous feraient 
apercevoir de nouvelles organisations sous-jacentes, découvrant chaque 
fois de nouvelles complications dans l’architecture intime. C’est 1a une 
illusion. Non seulement il y a une limite a Ja divisibilité de la matiére, 
mais c’est immédiatement au-dessous et trés prés des derniéres dimen- 
sions visibles que se trouve l’échelle moléculaire. 

I. — Si l’on évalue les dimensions des. micro-organismes en unités 
prises dans la nature méme, je veux dire en les comparant aux dimen- 
sions moléculaires, on arrive 4 des constatations assez troublantes et 
instructives. Voici les résultats de quelques calculs trés élémentaires 

Un grand nombre de bacilles ont une largeur comprise entre 0,3 et 
0,6 mp. Or, la molécule d’une protéine de poids moléculaire relativement 
faible (ovalbumine, sérum-albumine) a un diamétre moyen d’environ 
5 my (ceci sans faire aucune hypothése sur sa forme). Il suffirait donc 
daligner seulement 60 4 120 de ces molécules pour constituer la largeur 


d'un bacille. Remarquons tout de suite que la bactérie n’est pas cons-~ 


tiluée uniquement de matiére séche et qu’elle contient 80 4 90 p. 100 
d'eau. En prenant, pour la commodité du calcul, 1/8 de matiére séche 
en volume, cela correspond linéairement & une proportion de 1/2, ce 
qui ne fait que 380 4 60 molécules alignées dans la largeur. 

C’est dans cet espace correspondant a 30 ou 60 molécules qu'il s’agit 
d’imaginer une organisation. Les détails, les différentes parties de cet 
organisme, auront donc des dimensions qui ne seront de l’ordre que 
Ge quelques molécules. Si l’on songe qu’une grande variété de molé- 
cules différentes figurent dans la bactérie, on voit A quoi peut se réduire 
ce que l’on appelle un organite. La plus simple représentation que nous 
puissions nous faire d’une organisation serait un cloisonnement : un 
organite se réduisant & une simple poche. La aussi nous risquons d’étre 
inconsciemment victimes de Villusion de la continuité en nous imagi- 
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nant que la cloison sera toujours 41’échelle des dimensions de l’organite. 
Nous ne pouvons perdre de vue qu’il y a une limite inférieure 4-]’épais- 
seur d’une membrane matérielle : c’est celle qui correspond a une 
seule assise moléculaire. De ce fait, la quantité de matiére contenue 
dans la paroi prend de plus en plus d’importance & mesure que l’orga- 
nisme considéré est plus petit. 

On calcule que pour un cylindre de 0,25 y, de diamétre (tréponéme, 
par exemple) et contenant 1/8 (soit 12 p. 100 en volume) d’extrait sec, 
plus de 60 p. 100 de la matiére devrait se trouver A la surface ; pour 
un diamétre de 0,12 y. toute la matiére serait 4 la surface ! Ceci, en 
nettant les choses au mieux, c’est-d-dire en supposant que la membrane 
n’a l’épaisseur que d’une seule molécule, soit 5 my, (1). 

II. — La complexité dans l’architecture du micro-organisme est un 
fait. La forme extérieure d’un édifice traduit ou épouse organisation 
des différentes parties internes. Mais il est difficile de concevoir une 
organisation interne alors que l’on ne dispose que d’un nombre de 
molécules relativement restreint le long de deux et parfois méme de 
irois dimensions (B. tularense, par exemple), ce qui est également un 
fait. 

Il ne reste place que pour une structure a l’échelle moléculaire. 
Mais comment une simple structure a ]’échelle moléculaire (surtout qu’il 
sagit de solution) peut-elle rendre compte des formes aussi complexes 
que nous observons a |’échelle supérieure ? 

On peut d’abord penser que, lorsque les dimensions d’une construc- 
lion sont trés réduites, il est évident que sa forme est influencée, si 
elie n’est entiérement conditionnée, par la forme méme des matériaux : 
avec des molécules tortement dissymétriques, on ne peut construire que 
des objets dissymétriques. 

Mais il y a plus. De ce que nous savons depuis quelque temps sur 
la structure des solutions de grosses molécules, il ressort qu’une grande 
richesse de possibilités de forme s’offre 4 nous. On peut croire qu'une 
solution qui ne contiendrait que 12 pour 100, par exemple, d’extrait 
sec est trop diluée pour pouvoir présenter une structure et, 4 premiére 
yue, on se la représente comme renfermant des molécules trés dissé- 
minées dans la masse. Or, ramenée aux dimensions linéaires, cette 
concentration correspond a des molécules dissoutes distantes les unes 
des autres d’& peu prés autant que leurs propres dimensions (2). 

Dés lors, Vidée d’un arrangement régulier dans l’espace nous rebute 
moins a priori. Mais ceci n’est pas une simple vue de lesprit. Des 
solutions de différents savons a différentes concentrations ont été sou- 
mises A l’analyse aux rayons X par Stauff (8) et par Kiessig et Phi- 
linpoff (4). Les diagrammes otenus révélent, entre autres, |’existence 


(1) Les calculs de limites apparaissent souvent sous cette forme sim- 
plifiée, ils n’en interdisent pas moins avec rigueur certains domaines, non 
seulement A des hypothéques nouvelles, mais surtout & des conceptions que 
la force de Vhabitude nous fait considérer comme universellement valables. 

(2) La moitié de chaque dimension étant remplie par les molécules du 
corps dissout, cela correspond bien au 1/8 du volume total, c’est-a-dire 
i 12 p. 100 environ. 

(3) Sraurr, Kolloid Zeitschr., 1939, 89, 224. 

(4 ee et PHILIPPOrF, Natur wis., 1939, Hike a By. 
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@une périodicité dont lintervalle croit réguli¢rement avec la dilution 
ef ne peut correspondre qu’d la période provenant d’un empilement 
régulier des micelles élémentaires (5). A mesure que l’on dilue, la 
couche d’eau intercalée entre les micelles planes va en s’épaississant et 
brusquement, vers 10 p. 100, tout empilement cesse : on na plus 
que des micelles éparpillées. On ne peut s’empécher déja de rapprocher 
cette concentration critique de celle que V’on trouve dans la plupart des 
tissus vivants. La cellule vivante n’est faite en grande partie que de 
lipides, de protéines et de polysaccharides plus ou moins associés el 
i! semble de plus en plus probable que leurs solutions colloidales pré- 
sentent des structures analogues a celles des savons. 

Une structure aussi élémentaire (puisqu’ii ne s’agit que d’un simple 
empilement) peut néanmoins entrainer des formes compliquées d‘or- 
ganisation. 

On sait que, par élévation de température, certaines substances 
passent par des phases intermédiaires entre l'état solide cristallin et 
l'état de liquide isotrope ; c’est ce que Von appelle les états méso- 
morphes. Lehmann leur donnait le nom de « cristaux liquides ». Ce 
gui caractérise le cristal c’est existence d’une périodicité dans toutes 
les directions et, en particulier, dans trois directions orthogonales. Dans 
ia phase mésomorphe dite smeclique, la périodicité n’existe plus que 
dans une seule direction, de sorte que dans certains cas, la substance 
peut se présenter comme une superposition de feuillets équidistants, 
perpendiculaires a cette direction. Dans la phase dite nématique, il 
n’existe aucune périodicité, mais le liquide est néanmoins bi-réfrin- 
gent : ceci étant di au fait que toutes les molécules sont disposées 
parallélement & une méme direction. 

Ce qui est beaucoup moins bien connu, c’est que certaines substances 
peuvent passer par les différentes phases mésomorphes, non plus par 
l’acltion de la température, mais par simple dilution dans un solvant. 
La structure que nous révélent les solutions des savons et probable- 
ment d’autres colloides hydrophiles est apparentée a celle de la phase 
smectique. Or, ce n’est qu’exceptionnellement, par suite d’une orien- 
tation commune, que les feuillets paralléles peuvent se disposer en 
siratifications planes (gouttes & gradins de Grandjean). D’une facon 
générale, Vensemble peut prendre les formes les plus bizarres en 
apparence. Au lieu de donner des gouttelettes sphériques (comme le 
ferait un liquide isotrope), la phase smectique peut se présenter sous 
forme de petites masses auxquelles Friedel a donné Je nom de baton- 
nets. Ces baitonnets apparaissent en équilibre au sein de la phase 
isotrope fondue au cours du refroidissement, ou bien peuvent se former 
par sursaturation d’une solution amorphe. Ils affectent différentes 
formes plus ou moins cylindriques ornées de renflements festonnés. La 
figure 9 de l’article de Friedel (6) reproduit plusieurs types de baton- 
nets. Si compliqués que paraissent les détails, ils ont été analysés par 
Friedel et sont tous des structures A coniques focales. 

A un méme groupe de coniques focales correspond une famille de 
surfaces paralléles appelées cyclides de Dupin. C’est un fait d’expé- 


(5) D. Dervientan, J. Chimie Phys., 1941, 38, 64 (voir fig. 1). 
(6) Frreper, Annales de Physique, 1922, 9¢ sér., 418, 328. 
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rience que le liquide smectique a tendance a s’enrouler en cyclides de 
Dupin. Complétant les vues de Friedel, Sir W. Bragg (7) a montré que 
ies formes géométriques dans lesquelles des feuillets smectiques d’orien- 
lotions différentes peuvent se disposer les uns par rapport aux autres 
avec le minimum de contrainte étaient précisément les cyclides de 
Dupin. 

Si l'on veut voir des figures analogues avec des solutions de colloides 
lyophiles (Iécithine, myéline), on peut se reporter aux magnifiques 
reproductions photographiques du fascicule si curieux et intéressant de 
M. Nageotte sur les Figures myéliniques (8). Signalons que des exemples 
de la phase nématique (faisceau de particules sans périodicité) sont 
fournis par les semi-cristaux sous la forme desquels se présentent cer- 
lains virus. Sans parler de la structure des chromosomes, le fameux 
fuseau qui se forme au moment de la division cellulaire a toute l’appa- 
rence d’une phase mésomorphe. 

La gamme des différentes phases mésomorphes obtenues par dilution 
est bien plus variée que celle que donne 1’élévation de température ; 
de plus la complexité des formes peut encore étre multipliée lorsqu’il 
s‘agit de mélanges de molécules d’espéces différentes. 

Contrairement a ce que l’on pourrait penser 4 premiére vue, la slruc- 
ture a Véchelle moléculaire peut donc trés bien rendre compte d’une 
variété presque illimitée de formes complexes, alors que les possibilités 
da organisation, au sens biologique du mot, sont limitées, que l’on se 
place a cette échelle ou 4 Véchelle immédiatement au-dessus. 

I] ne s’agit pas, ici, d’expliquer les réactions de la matiére vivante, 
mais de tenter de rendre compte de la genése des formes. Il ne s’agit 
pas non plus de simples considérations théoriques, de spéculations 
inaccessibles 4 |l’expérience, comme pourraient le croire certains. Ce 
Gomaine moléculaire, trés voisin du microscopique, serait a |histologie 
ce que l’histologie est 4 l’anatomie. Comme moyen d’étude, le micro- 
scope polarisant pourrait fournir des indications trés utiles dans ce 
domaine. 

En résumé, certaines dimensions des micro-organismes ne peuvent 
renfermer qu’a peine quelques dizaines de molécules alignées. Ce 
nombre restreint d’éléments n’est pas compatible avec |’existence d’une 
organisation interne au sens biologique du mot. Par contre, a 1|’échelle 
moléculaire, la dissymétrie et la polarité des molécules entrainent un 
haut degré de structure au sein d’une solution, ce qui peut se tra- 
duire, & ]’échelle visible, par une trés grande variété de formes en 
apparence compliquées. 


(Institut Pasteur. Service de Chimie physique.) 


(7) W. Brace, Trans. Faraday Soce., 1933, 29, 1056. 
(8) J. Nacrorre, Morphologie des gels lipoides. Hermann et Ct, Paris, 


1937. 
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NOTES DE LABORATOIRE 


RECOLTE DIRECTE SUR LAMELLE, SANS TRANSFERT, 
DE LA TOTALITE D’UN CULOT DE CENTRIFUGATION, 


par J. BRETEY. 


Lorsqu’on recherche dans un liquide clair des éléments trés rares, 
il est avantageux de recueillir le culot de centrifugation directement sur 
une surface qui en permette la coloration et l’examen sans aucun 
transfert. 

Une solution simple consisterait & centrifuger le liquide & examiner 
dans un tube dont le fond serait garni d’une quantité suffisante de 
mercure pour qu’une lamelle ronde puisse flotter 4 sa surface (fig. 1, A). 
Cette solution est inutilisable, tout au moins dans nos conditions d’expé- 
rience car mercure et lamelle sont sans doute animés de mouvements 
vibratoires & certaines vitesses critiques, en sorte qu’aucun dépét ne se 
forme. 

Le procédé suivant permet, par contre, d’obtenir une centrifugation 
parfaite et il a Vavantage de ne nécessiter aucun autre appareil que le 
matérie! courant de laboratoire. On fait fondre un tube de gélose ; avec 
une pipette on en dépose une certaine quantité au fond d’un tube a 
centrifuger ordinaire, parfaitement propre et tenu verticalement, tout 
en prenant soin de ne pas faire de bavures sur les parois. Celles-ci 
seraient, en effet, arrachées par la centrifugation. Lorsque la gélose a 
fait prise, on verse le liquide 4 examiner et on y laisse tomber une 
lamelle ronde dont le diamétre est inférieur de 2 mm. environ & celui 
du tube. Elle vient se poser sur la gélose (fig. 1, B). 

Aprés centrifugation, on décante le liquide surnageant en renversant 
le tube. La lamelle reste adhérente a la gélose. On la retire alors avec 
une pince a branches fines et longues, en évitant soigneusement de 
détacher des fragments de gélose qui pourraient venir balayer le culot. 

Ce procédé présente les inconvénients suivants : on ne recueille pas 
la totalité du culot puisqu’une partie se dépose en dehors de Ja tamelle 
et, d’autre part, le prélévement de celle-ci est un peu délicat. 

Un appareil trés simple permet d’éviter ces défauts. Il consiste en 
un tube a centrifuger métallique dont le fond amovible peut étre dévissé. 
Au-dessus de ce fond est ménagé un petit évidement destiné ad la 
lamelle. Le vissage du fond ne rend pas le tube étanche. L’expérience 
nous a montré qu'il est illusoire de vouloir obtenir ce résultat par des 
moyens simples. Aussi ce tube est-il contenu dans un second tube 
également métallique, dans lequel il pénétre avec un trés faible jeu. 
Dans ces conditions on ne perd qu’une quantité négligeable de liquide 
entre les deux tubes (fig. 1, C). Apres centrifugation on décante le 
liquide, on retire la chemise intérieure dont on dévisse le fond et on 
trouve sur celui-ci, adhérant par capillarité, la lamelle porteuse du 
culot. On la seéche, la fixe et la colore directement ou dans un verre 
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de montre. Il ne reste plus qu’ la coller sur une lame avec du baume 
de Canada, par exemple. Si on le désire, on peut aussi coller la lamelle 
sur la lame de suite aprés le séchage et colorer ensuite comme une 
préparation ordinaire, mais il ne faut évidemment pas se tromper 
de cété. Si l’on doit chauffer, comme dans le cas d’un Zieh], il y aura 
avantage & remplacer le baume par le lut de Du Noyer, appliqué a 
chaud en couche trés mince pour que sa coloration jaune ne soit pas 
génante, et dont on élimine les bavures & J’alcool. 

Ces deux procédés ont été élaborés pour la recherche du bacille tuber- 
culeux dans le liquide céphalo-rachidien. Le nettoyage parfait des pitces 
cst obtenu, pour celles en verre, par le mélange sulfo-chromique a 
chaud, pour celles en métal par flambage au rouge. Afin d’éviter toute 
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Fic. 14. — A, lamelle flottant sur une goutte de mercure; B, lamelle fixée 
sur un culot de gélose; C, dispositif décrit dans le texte. 


oxydation qui donnerait des particules métalliques que l’on retrouverait 
dans le culot, la chemise intérieure est en nickel. 

Toutes les fois que nous avons utilisé l’une ou l'autre de ces techniques, 
elle nous a permis de déceler facitement des bacilles acido-résistants dans 
des échantillons provenant de méningites tuberculeuses, alors que 
d’autres laboratoires avaient, parfois 4 trois ou quatre reprises, échoué 
dans cette recherche. Afin de juger de facon plus tangile l’améliora- 
tion obtenue, nous avons fait différentes expériences consistant a 
compter le nombre de germes que l’on peut voir dans un temps donné, 
sur la lamelle ou sur la lame faite suivant la technique ordinaire. II 
s'agissait de suspensions trés diluées, réparties dans chaque cas en 
deux échantillons égaux, centrifugés en une méme fois. Le culot de la 
méthode habituelle était soigneusement recueilli, puis étalé sur une 
surface égale 4 la surface utile de la lamelle (10 mm. de diamétre). 
Dans de telles conditions on trouve toujours plus de bacilles sur la 
lamelle que sur l’6talement, de l’ordre de 5 4 10 fois. C’est ainsi qu'une 
suspension qui contenait approximativement 1.10—6 mg. de hacilles 
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tuberculeux dans 0,10 c.c. de liquide, aprés une centrifugation de trente 
minutes i 6.000 tours, a fourni des préparations permettant de compler 
en dix minutes d’examen 22 bacilles sur Ja lamelle, au lieu de 3 sur 
l’étalement. 

Dans les méningites tuberculeuses 1’évolution est fatale bien souvent 
avant qu’on ait le résultat de l’inoculation ou de la culture. Aussi est-il 
utile de pouvoir poser le diagnostic avec certitude, bien qu’en ne s’ap- 
puyant que sur la morphologie du bacille et 4 condition d’éviter les 
causes d’erreur inhérentes a celle-ci. Les deux techniques que nous 
venons d’indiquer sont particuli¢rement adaptées a ce but, bien 
qu’elles soient susceptibles d’un emploi plus générat. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de Recherches sur la tuberculose.) 


Séance du 7 mai 1942. 


Présidence de M. Jacques TREFOUEL. 


COMMUNICATIONS 


ACTION DE L’ESSENCE D’EUCALYPTUS 
SUR QUELQUES ULTRAVIRUS NEUROTROPES 


par P. REMLINGER et J. BAILLY. 


Si Paction antiseplique des essences végétales est parfaitement connue 
depuis les travaux de Chamberland (1) et ceux de Cadéac et Meunier (2), 
Vinfluence de ces mémes essences sur les ultravirus n’a été l’objet que 
de rares recherches. Récemment Legroux (3) a établi que les essences 
de Moutarde, de Cannelle, de Romarin, détruisent en vingt-quatre 
heures la vitalité des bactéries en suspension dans um liquide alors 
qu’elles respectent jes diastases contenues dans la méme émulsion. Il a 
montré que le Bactériophage se comporte comme une diastase et non 
comme une bactérie, c’est-d’-dire qu’il résiste a laction des essences 
introduites dans le liquide de suspension. 

Ta donc paru intéressant de.rechercher le comportement de quelques 
ullravirus neurotropes en présence des essences. Nous avons préféré les 
vepeurs aux dilutions aqueuses, car leur pouvoir de pénétration de la 
substance nerveuse est beaucoup plus puissant. Pour cela, nous avons 
exposé de la substance cérébrale d’animaux morts de la Rage, de la 


(1) CHAMBERLAND, ces Annales, 1887, 4, 153. 
(2) CapEac et Meunier, ces Annales, 1889, 3, 317. 
(3) R. Lecroux, C. R. Soe. Biol., 1932, 409, 518. 
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Maladie d’Aujeszky ou de l’Encéphalomyélite des Equidés américains 
(virus de l’Est) 4 l’atmosphére de flacons de 300 c. c. dont le fond était 
pourvu de 4 c. c. d’essence végétale et qui Glaient hermétiquement clos. 
La substance nerveuse virulente était finement réduite en pulpe et étalée 
en couche trés mince sur une lame de verre qui était suspendue dans le 
flacon. Le tout était placé A Vobscurité & la température constante de 
21°. A des intervalles de temps divers on préievait sur tes lames de 
verre des échantillons de pulpe nerveuse qui, apres émulsion dans la 
solution physiologique, étaient inoculés a la dose de 0,05 c. c. sous la 
dure-meére de la souris. 

Au préalable, nous avons recherché, comme terme de comparaison, le 
comportement des bactéries dans les conditions physiques énoncées. Des 
fragments de buvard de 2 cm.x4 cm. étaient imbibés de cultures en 
bouillon et suspendus dans des flacons clos de 300 c. c. dont le fond 
était arrosé avec 4 c. c. d’essence et qui étaient placés a l’obscurité a 21°. 
A des intervalles de temps variés, des fragments de buvard chargés de 
culture étaient coupés et plongés dans des tubes de bouillon, lesquels 
étaient mis & l’étuve Aa 38°. Nous avons ainsi constaté que l’air saturé 
de vapeurs d’essence de Cannelle de Ceylan ou de vapeurs d’e'ssence 
d’Eucalyptus a la température de 21° stérilise le Bacille d’Eberth, le 
paratyphique A et le paratyphique B en deux heures et qu’un bacille 
sporulé trés résistant comme le Subtilis est stérilisé dans les mémes 
conditions entre la soixante-dix-neuviéme et la quatre-vingt-quatriéme 
heure (entre trois jours et trois jours et demi). 

C’est aprés dix heures d’exposition 4 lair saturé de vapeurs d’essence 
d Eucalyptus A la température de 21° que le virus fixe est inactivé. Pour 
ie virus d’Aujeszky [souche Marocaine] (4) le méme effet exige cing 
jours et demi d’exposition et le virus de l’Encéphalomyélite des Equidés 
(Eastern) exige deux jours et huit heures (cinquante-six heures). 

Nous n’avons pas manqué de rechercher en méme temps la perte de 
virulence des étalements de substances nerveuses suspendus dans des 
flacons identiques aux précédents, placés comme cux a la température 
de 21° et A Vobscurité, mais ne renfermant pas d’essence yégétale. Dans 
ces conditions, c’est-a-dire dans l’air, la perte de virulence se produit en 
quatre jours pour le virus fixe, en onze jours pour Je virus de |’Encé- 
phalomyélite et en dix-neuf jours pour Je virus d’Aujeszky. 

L’action des vapeurs d’essence d’Eucalyptus est donc manifeste. Elle 
s‘exerce sur le virus rabique fixe avec une intensilé du méme ordre de 
erendeur que sur les bactéries non sporulées. Moins efficace sur le 
virus de ]’Encéphalomyélite Equine et surtout sur le virus d’Aujeszky, 
eile agit sur eux comme sur !es bactéries sporulées trés résistantes du 
type Subtilis. 

Levaditi, Hornus et Haber ont déja recherché Vaction sur quelques 
ultravirus de certains antiseptiques qui respectent les enzymes ou les 
toxines (5). Opérant en milieu liquide, ils ont ainsi constaté que la 
Gonacrine (3-diamido-10-méthylacridine) a, sur le virus rabique, une 
action identique & l’action antiseptique qu'elle exerce sur les microbes. 
Nos expériences, entreprises dans des conditions trés différentes avec les 


(4) P. Remucer et J. Barry, Bull. Acad. Méd., 1940, 123, 2: 
(5) Levapiri1, Hornus et Haser, Bull. Acad. Méd., 1934, 112; 573. 
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vapeurs d’Eucalyptol et les virus rabique, pseudo-rabique et encéphalo- 
myélitique conduisent donc aux mémes conclusions. 

Toutefois, nous pensons que la portée des comparaisons ne peut pas 
étre poussée trop loin. En particulier, l’identité de comportement des 
bactéries et des ultravirus par opposition aux enzymes et aux toxines 
rimplique aucune identité de nature. L’inactivation des protéines 
rebique, pseudo-rabique et encéphalomyélitique par lessence d’Euca- 
lyptus s’explique aussi bien par une simple dénaturation chimique que 
par une action antiseptique proprement dite. Ces faits établissent une 
fois de plus que les qualités physiologiques sont incapables de fournir 
un critérium différentiel entre le groupe des bactéries et celui des pro- 
téines & propriétés de virus. La détermination des frontiéres entre ces 
deux groupes est du ressort exclusif de la Chimie. La Physiologie, au 
contraire, fait passer de l'un A ]’autre par des nuances insensibles. 


(Unstitut Pasteur de Tanger.) 


PROPRIETES IMMUNOLOGIQUES DES PROTEIDES 
APRES SOLUBILISATION 
DANS DES MILIEUX NON AQUEUX 


par J.-J. PEREZ, P. GRABAR et J. LOISELEUR. 


La dissolution des protéides dans des solvants organiques (1) permet 
leur étude dans des milicux dont la constante diélectrique et l’ionisation 
sont trés différentes de celles de l'eau. Les constantes d’ionisation des 
protéides deviennent alors extrémement faibles — de Vordre de celle du 
sclvant organique — et l’hydrolyse des groupements ionogénes de la 
molécule protéidique fait place & une solvolyse (suivant le terme de 
Glasstone) qui dépend de Vionisation du solvant organique. Dans ces 
conditions, le comportement des protéides est tout a fait différent de ce 
qu’il est en solution aqueuse (2). 

Pour préparer ces solutions organiques de protéides, on dissout 
d’abord le protéide sec et finement pulvérisé dans l’acide formique ou 
acétique anhydre & une température inférieure 4 15°. Cette dissolution 
est rapide. On dilue cette solution acide avec de l’alcool méthylique, puis 
on élimine tout l’acide non combiné aux groupements aminés du pro- 
téide en dialysant contre de l’alcool méthylique, la glaciére. 

Il est naturel de penser que ces traitements cnt pu modifier d’une 
facon irréversible les molécules protéidiques : c’est ce que nous nous 
sommes proposé de vérifier. Pour cela, nous avons utilisé une méthode 
particuliérement sensible : nous avons déterminé si le traitement d’un 


(1) J. Lotsereur, Bull. Soe. Chim. biol., 1932, 44, 1088. 

(2) Cette technique permet soit dincorporer des protéides A un éther 
ce'lulosique, soit de préparer diverses émulsions (émulsion de paraffine par 
Yovalbumine, ete.). 
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protéide par un acide anhydre et par l’alcool modifie ou non les pro- 
priétés précipilantes spécifiques vis-d-vis de Vimmunsérum homologue. 

Nos expériences ont porté sur les pseudo-globulines du sérum de 
Cheval (3). Une partie de ces pseudo-globulines a été desséchée dans le. 
vide en présence de P,O., traitée par l’acide formique anhydre, puis 
dissoute dans Valcool méthylique. Le protéide en solution organique 
fut ensuite « régénéré » a l'état de solution aqueuse par dialyse contre 
de l’eau distillée. Avec les pseudo-globulines initiales on a immunisé des 
lapins par une série d’injections intraveincuses et les propriétés préci- 
pitantes des sérums de ces lapins ont 6té examinées comparativement 
avec les pseudo-globulines initiales (A) et avec les pseudo-globulines 
régénérées (B). Pour cela, avec des solutions A 5 p. 1.000 de pseudo- 
globulines naturelles et de pseudo-globulines régénérées, on prépare 
des gammes de dilutions. A un volume donné de chacune de ces solu- 
lions, on ajoute le méme volume d’immunsérum au 1/10. On agite 
une fois par retournement des tubes et on note l’apparition des préci- 
pités en fonction du temps. On observe que : 

1° Les pseudo-globulines régénérées ont conservé le pouvoir de pré- 
cipiter le sérum antipseudo-globulines naturelles ; 

2° L’apparition des précipités est beaucoup plus précoce et la préci- 
pitation beaucoup plus intense avec les pseudo-globulines naturelles 
qu’avec les pseudo-globulines régénérées ; 

3° La zone de précipitation optima des pseudo-globulines régénérées 
est légérement déplacée vers les plus grandes dilutions en antigéne. 

Ces résultats paraissent pouvoir s’interpréter de la fagon suivante 
le retard 4 apparition de la floculation peut étre dG a une diminution 
au nombre des groupements spécifiques qui entrent en jeu dans la 
réaction. Le déplacement vers les concentrations plus faibles en anti- 
géne, avec la solution B, pourrait signifier que le protéide régénéré ne 
réagit qu’avec une partie des anticorps de l’immunsérum. On sait, en 
effet, que injection d’un antig2ne — méme lorsque cet antigéne est un 
corps pur — provoque la formation d’anlicorps ayant des réactivités 
différentes. A plus forte raison, l’injection d’une substance comme les 
pseudo-globulines, qui est certainement un mélange, doit provoquer la 
formation de plusieurs anticorps différents. Le traitement du protéide 
par l’acide anhydre a pu modifier certains des composés antigéniques des 
pseudo-globulines et en laisser d’autres intacts : seuls les antigénes non 
rmodifiés réagiraient, dans ce cas, sur les anticorps correspondants. 

Pour vérifier ces hypothéses nous avons sait l’essai suivant : a 2c. c. 
de Vimmunsérum on a ajouté la quantilé de solution B qui correspond 
i celle de la zone d’équivalence, c’est-a-dire une quantité de solution B 
telle que l’addition ultérieure d’immunsérum ou d’antigéne B ne pro- 
voquerait plus de précipitation. Or, si on ajoute de la solution A au 
sérum ainsi épuisé par la solution B, on observe une nouvelle précipita- 
tion. Ceci montre que les pseudo-globulines régénérées ont été inca- 


(3) On prépare dabord les globulines totales du sérum en les précipitant 
par le sulfate d’ammonium a 1/2 saturation. On les purifie par trois pré- 
cipitalions successives, puis on dialyse la solution de globulines contre 
Veau distillée, sous toluene. Les éuglobulines insolubles dans l’eau distillée 
précipitent. On les élimine par centrifugation et on obtient ainsi une solu- 
tion de pseudoglobulines. 


Annales de UInslitut Pasteur, t. 68, n°* 7-8, 1942. 30 
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pables de précipiler la totalité des anticorps de limmunsérum puisque 
les pseudo-globulines naturelles en précipitent encore, 

Ces résultats peuvent s’exprimer quantitativement en utilisant la 
technique de Heidelberger et Kendall (4). On trouve ainsi que la quantité 
maximum d’azote des anticorps de 1 c. c. d’immunsérum qui se combine 
avec les pseudo-globulines naturelles, dans la zone d’équivalence, pour 
former le précipité spécifique est 0 mg. 028; tandis qu’elle est seulement 
0,016 avec les pseudo-globulines régénérées. Le protéide régénéré pré- 
cipite donc une quantité d’anticorps sensiblement plus faible que le 
protéide naturel. 


ConcLusions. — Les pseudo-globulines ne paraissent que peu modifiées 
par la solubilisation dans l’acide formique et l’alcool puisqu’elles ont 
conservé la propriété de précipiter avec |’immunsérum antipseudo-glo- 
bulines naturelles. Toutefois, une partie des anticorps antipseudo-globu- 
lines naturelles ne peut étre précipitée par les pseudo-globulines régé- 
nérées, soit que certains des constituants des pseudo-globulines aient été 
détruits ou modifiés, soit que certains groupements de toutes les molé- 
cules protéidiques aient été légeérement modifiés. Dans ce cas, qui nous 
parait le plus probable, les protéidés seraient relativement peu touchés 
par l’action de lVacide formique et de l’alcool, contrairement a ce que 
i’on aurait pu supposer. 

(Institut Pasteur.) 


DETERMINATION 
PAR ULTRACENTRIFUGATIONS COMPARATIVES 
DE LA DENSITE DU VIRUS VACCINAL 


par P, LEPINE, Jean C. LEVADITI et J. GIUNTINI, 


La connaissance de la densité des particules est indispensable a 
Vapplication des fermules, tirées de la loi de Stokes, qui permettent 
de calculer la taille des virus par lVutracentrifugation. Dans une estima- 
lion premiére du diamétre des corps élémentaires de la vaccine (1), 
nous avons adopté pour ce virus, comme l’avaient déja fait Mc Intosh et 
Selbie (2), la densité de 1,3 qui nous paraissait la plus probable par 
analogie 4 celles d’autres virus dont Visolement A ]’état de protéines 
pures a permis de déterminer le poids spécifique avec précision (papil- 
lome de Shope, par exemple), Cette densité est sensiblement différente 
dv celle atitribuée & ce méme virus par Smadel, Pickels et Shedlow- 
sky (3), qui lui ont donné une valeur moyenne de 1.16, et que 
P. Bonét-Maury (4) a retenue lorsqu’il a soumis nos expériences A un 


(4) M. Hemwersercer et F. Kenpatt, J. exp. Med., 1935, 64, 563. 

(1) P. Lrpine, J.-C. Levaniri et J. Gruntini, ces Annales, 1941, 67, 477. 

(2). J. Me Inrosu et F. R. Sesie, Brit. J. exp. Path., 1937, 48, 162. 

(3) J. E, Smaper, E, G, Pickers et T. Sueptowsky, J. exp. Med., 1938, 68 
607. Nia 

(4) P. Bontr-Maury, ces Annales, 1942, 68, 265, 
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nouveau calcul lors de ses recherches sur la détermination radio-biolo- 
gique de la taille du virus vaccinal par le rayonnement ¢ du radium. 

Pour les ultravirus qui n’ont pu étre obtenus A l’état de pureté, 
fa méthode usuelle de détermination des densités consiste a les centri- 
fuger dans des solutions (saccharose, giycérine, urée) dont on augmente 
:a concentration jusqu’a ce qu’il n’y ait plus sédimentation. Il est bien 
évident, en ce cas, que la nature des substances employées, leurs pro- 
prictés et leur concentration (nécessairement Glevée pour obtenir des 
densités suffisantes) ne sont pas sans réagir sur les particules qui y sont 
en suspension. Les chiffres obtenus sont affectés d’une erreur qu’il cst 
difficile d’apprécier, et d’ot résultent les divergences actuelles. ~ 

Cette incertitude nous a incités & déterminer, par un procédé expé- 
rimental utilisant l'eau lourde (D,O) comme milieu de densité la plus 
élevée, le poids spécifique des corps élémentaires du virus vaccinal. 
L’avantage inhérent & cette méthode, dont nous avons récemment 
exposé (5) la théorie, tient au fait que l’eau lourde est un milieu 
physiologiquement inactif, qui n’influence ni la structure des molé- 
cules, ni leur degré d’hydratation. Ainsi la valeur tirée par extra- 
polation de la courbe de sédimentation peut étre acceptée sans cor- 
rection. 

Les résultats expérimentaux confirment l|’exactitude de ces prévyi- 
sions théoriques. 


I. ULTRACENTRIFUGATION EN EAU LOURDE. — Des corps élémentaires de 
la vaccine sont centrifugés, au moyen des dispositifs déja décrits (6), 
comparativement et im- 
médiatement apres leur 
mise en suspension, dans > lode 
deux milicux de concen- 


; 0,1 
trations moléculaire et 
ionique identiques, mais 
de densités différentes. 
0,075 


Tous deux consistent en 
une solution physiologi- 
que de NaCl, pour l’un 
dans l’eau distillée (d= 0.05 
1,0052), pour Vautre dans 
eau lJourde (d=1,1119). 
De la différence des vi- 0,025 
esses de sédimentation 
dans H,O et dans D,O 


on déduit la densité d’un 0 

milieu théorique dans 0,75 1 11 1,28 4,5 
lequel cette vitesse serait Densité du milieu 
nulle, le poids spécifique yore 


du milieu égalant celui 


des particules. 
Cette mise en suspension des corps élémentaircs de la vaccine en 


(5) P. Living, J. C. Levapiri et J. Grunvint, C. R. Acad. Sei., 1942, séance 


du 27 avril. . . 
(6) P. Lérine, ces Annales, 1941, 67, 380; J. Chim. Phys., 1942, sl, 
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eau lourde ne modifie ni leur no nbre (vérifié au microscope en tumi- 
nescence et 2 Vultramicroscope), ni leur morphologie (imprégnation 
argentique de Morosow), ni leur virulence (contrdle de la dose minima 
vaccinogéne sur le lapin). 

En soumettant différentes suspensions de corps ¢lémentaires de la 
vaccine & un champ centrifuge moyen de 9.650 g (24.000 t/m) pen- 
dant des temps de six 4 douze minutes, les ultracentrifugations com- 
parées en eau lourde et en eau physiologique nous ont donné des 
valeurs de densité comprises entre 1,25 et 1,32, avec une moyenne de 
1,28 pour le virus vaccinal (fig. 1). 


Il. ULrRACENTRIFUGATION EN SOLUTION SALINE. — Les corpuscules vacci- 
naux sont centrifugés comparativement dans l’eau physiologique et 
dans des solutions de sels ayant une densité avoisinant celle que 
Smadel, Pickels et Shedlowsky avaient assignée au virus vaccinal. Les 
sels employés doivent : a) étre suffisamment denses ; 0) se montrer 
dépourvus autant que possible d’action destructive sur la substance 
centrifugée ; c) donner des solutions de faible viscosité. Ainsi, une 
solution de glycéro-phosphate de soude & 50 p. 100, dont la densité est 
de 1,36 et qui est sans action sur la dose minima vaccinogéne, pré- 
sente une viscosité élevée qui ne permet pas d’obtenir des suspensions 
homogénes de corps élémentaires. Beaucoup de sels ont, en solution, 
une viscosité satisfaisante, mais détruisent le virus. Parmi de nombreux 
produits essayés nous avons retenu le molybdate d’ammonium, 
Mo, O,, (NH,), 4H,O, en solution ayant une densité de 1,17 4 20° et une 
viscosité de 0,009609 a 30°9 (7). Aprés vingt-quatre heures de contact a 
+4°, les corpuscules vaccinaux sont en nombre équivalent (2,7108 
par centimétre cube) au nombre contenu dans la suspension a pH 7,2 
(2,8 x 108). Leur aspect, apres imprégnation argentique au Morosow, 
est inchangé. La dose minima vaccinog>ne comprise entre 140 et 
1.400 corpuscules dans la suspension initiale est de 1.350 da 13.500 
corpuscules ; la perte est done assez faible pour étre acceptable. 

Au moyen de cette solution, différents essais ont été praliqués en 
centrifugeant des corpuscules vaccinaux & 22.000 ou 24.000 t/m pen- 
dant des temps successifs de six, neuf et douze minutes. A l’aide des 
méthodes de calcul exposées pour la méthode & V’eau lourde, mais en 
tenant compte des densités et des viscosités différentes des milieux, 
ainsi que de la température & laquelle ont été effectués les essais, la 
moyenne des chiffres obtenus nous donne, pour une premiere série 
d’expériences, une densité de 1,4, pour une seconde, une densité de 
1,37, soit une moyenne expérimentale de 1,38 par cette méthode, 


III, Discussion. — Ainsi la densité de la vaccine obtenue par ultra- 
centrifugations comparées est de 1,28 lorsque le milieu de densité la 
plus élevée est l’eau lourde, et de 1,38 lorsqu’on emploie une solution 
de molybdate d’ammonium. La discordance des chiffres obtenus est 
conforme aux critiques que l’on peut adresser & la seconde de ces 


ph 5 4 7 

(1) Nous adressons nos remerciements A M. J. Loiseleur, dans le labora- 
toire de qui ont été effectuées, avee une inlassable complaisance, toutes 
les mesures de viscosité de nos solutions. 
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méthodes du fait des conditions trés anormales que réalisent les sus- 
pensions salines concentrées (8). 

A titre d’indication, et sans chercher dans les faits une comparaison 
rigoureuse, nous. avons pu voir que des globules rouges lavés de 
mouton supportent sans aucune allération apparente un séjour pro- 
longé dans l’eau lourde physiologique, alors que les mémes hématies, 
placées dans le molybdate d’ammonium & la concentration utilisée dans 
les déterminations de densité, présentent instantanément un aspect 
crénelé et une importante diminution de volume par rétraction, lais- 
sant prévoir une augmentation correspondante de la densité. 

Nous nous croyons done fondés a considérer la valeur de 1,28, oblenue 
dans nos essais avee eau lourde, a la fois comme satisfaisante du point 
de vue théorique, et comme présentant, du point de vue pratique, la 
meilleure approximation actuelle de la densité du virus vaccinal. 


IV. Conciusion. — I] résulie de ces constatations qu’il n’y a pas lieu 
de corriger sensiblement, pour ce qui concerne la valeur de la densité, 
la taille attribuée au virus vaccinal dans nos premiers essais. Mais les 
suspensions vaccinales renferment, outre le virus, les corpuscules 
« normaux » qu’on peut extraire par les mémes procédés de lallantoide 
de poule en dehors de toute inoculation. Des expériences conduites 
parallélement a celles que nous avons rapportées ci-dessus (9), nous 
ayant montré que ces corpuscules normaux présentaient une vitesse 
de sédimentation différente de celle des corpuscules vaccinaux et infé- 
rieure a celle-ci, il y aura lieu d’en tenir compte dans l’interprétation 
des résultats et d’augmenter en proportion les chiffres attribués a la 
taille du virus vaccinal. Nous reviendrons prochainement sur cette 
question. 


(Institul Pasteur.) 


INFLUENCE DE L’AMIDE DE L’ACIDE NICOTINIQUE 
DE L’ANEURINE ET DE L’ACIDE ASCORBIQUE 
SUR LA CROISSANCE DES CULTURES DE B. COL/ 


par Jacques MONOD. 


Au cours de recherches récemment publiées (1), jai étudié le taux 
de croissance des cultures de B. coli, en milieu synthétique, en fonc- 
tion de la concentration du glucide offert comme seul aliment carboné, 


(8) De méme, Smadel, Pickels et Shedlowsky voyaient la densité du virus 
passer, de 1,16 dans les solutions tampon, a 1,25 dans le saccharose a 
53 p. 100. bas 

(9) P. Lupine, J. C. Levaprt et J. Giuntint, C, R. Soc. Biol., 1942, 436, 285. 

(1) Monon, Recherches sur la croissance des cultures bactériennes. Act. 
Scient. et Ind. Hermann, Paris, 1941. 
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La fonction trouvée est d’allure hyperbolique : Je taux de croissance 
augmente trés rapidement avec la concentration du elucide, lorsque 
celle-ci est trés faible, mais une limite est trés rapidement atteinte 
au dela de laquelle le taux de croissance n’augmente plus sensiblement. 
Il se trouve, de plus, que ce taux de croissance limite varie suivant le 
glucide employé comme aliment carboné. Ainsi, il est cing fois plus 
Glevé dans le cas du glucose que dans celui du rhamnose. Selon toute 
vraisemblance ces faits signifient que le taux de croissance dépend 
dans une large mesure de l’activité des mécanismes enzymatiques ; 
plus précisément de Vaffinité des substrats carbonés essayés pour leurs 
enzymes respectifs. Peut-étre, cependant, devait-on tenir compte d’une 
cause d’erreur possible : certains des glucides employés pouvaient avoir 
contenu des traces de facteurs de croissance, et il n’était pas impos- 
sible que ceux-ci eussent, dans certains cas tout au moins, une 
influence accélérante ‘sur le taux de croissance de B. coli. 

On sait que cette bactérie peut étre cultivée indéfiniment en milieu 
synthétique, sans addition d’aucun facteur de croissance, et qu’elle y 
donne des cultures abondantes. I] n’est donc pas douteux que cet orga- 
nisme ne soit capable de faire la synthése des vitamines qui lui sont 
nécessaires. Cependant, il n’est pas prouvé qu’un apport exogéne de 
vitamines ne puisse, dans certains cas tout au moins, exercer une 
influence favorable sur la croissance. Les expériences résumées dans 
ia présente note sont destinées A contréler cette hypothése. 


TECHNIQUES DE CULTURES ET DE MESURES. 


Les cultures sont faites dans des fioles coniques de 1 lilre, constam- 
ment agitées au sein d’un thermostat a 35°. Le milieu salin utilisé (2) 
est fortement tamponné, de fagon que les variations de pu au cours de 
la croissance soient négligeables. L’aliment carboné est représenté par 
du glucose, 4 0,15 p. 1.000. Les mesures sont faites a l’aide de 1’électro- 
photométre de Meunier, dans des conditions telles qu’une division du 
coin photométrique corresponde 4 0,8 mg. de substance séche par litre 
environ. La souche employée est le « B. coli H» des collections de 
l'Institut Pasteur. 

Les vitamines essayées (produits « Roche ») ont été introduites dans 
les fioles de culture au moment de l’ensemencement, sans stérilisation 
préalable. La courte durée des essais (quatre A cing heures) permettait 
d’éviter cette opération, les contaminations possibles ne pouvant, en 
un temps si court, et aprés un ensemencement massif, exercer la 
moindre influence sur les résultats. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


Ceux-ci sont résumés par les trois tableaux suivants, se rapportant 
respectivement a l’influence de l’amide nicotinique (vitamine P.P.), de 
l’aneurine (vitamine B,), et de l’acide ascorbique (vitamine C). Les taux 
de croissance sont exprimés en nombre de divisions 4 l’heure. Is ont 


(2) Pour sa composition, voir Monon, ces Annales, 1942. 
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été calculés d’aprés la pente de la phase exponentielle des courbes de 
croissance de chaque culture, établies en coordonnées semilogarithmi- 
ques. J’ai montré par ailleurs (Monod, loc. cit.) que dans les conditions 
de ces expériences, la phase exponenticlle de la croissance est trés 
longue, bien définie, et permiet une mesure précise du taux de crois- 
sance. Les tableaux donnent également (en unités de densité optique) 
1a « croissance totale », c’est-a-dire la différence entre la densité initiale 
et la densité maximum. 


TaBLeAu I. — Influence de lV’amide nicotinique 
sur la croissance des cultures de 8. coli. 


CONCENTRATION TAUX DE CROISSANCE GROICGUNGE WOReTn 
nombre de divisions : a eaa nie : 
eee) (x a Wheure) (unités de densité optique) 
ONS aes 4,18 45,0 
NS 3 5 es 4,18 44,4 
PISA ans 4,42 > moyenne —1,15 | 44,8 > moyenne = 45,0 
4X 10-8 .| 4,12 44,5 \ 
S08 ‘Neale 45,3 / 
TabBLeau If. — Influence de l’aneurine 
sur la croissance des cultures de @. coli. 
CONCENTRATION TAUX DE CROISSANCE Oe 
acon pecs ee | (unités de densité optique) 


NS a{| laut 45,8 
10-7 Bee 20) 44,7 
40 — 6. 1,144 ? moyenne = 1,18 | 44,2 | moyenne = 44,8 
BSCAUG= © 1,20 45,2 

4X 10-6 4,18 44,1 


Tasieau II. — Influence de l’acide ascorbique 
sur la croissance des cultures de 8B. coli. 


CONCENTRATION TAUX DE CUNO SNTTCLY CROISSANCE TOTALE 
de OO (unités de densité optique) 


nicotinamide a l’heure) 


5 4 
; moyenne = 1,16 i moyenne = 44,2 
8 0 
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L’examen de ces trois tableaux ne révéle aucune différence sensible 
entre la croissance dans les fioles témoin et dans les fioles additionnées 
@aneurine, d’amide nicotinique, ou d’acide ascorbique. Dans tous les 
cas, les écarts par rapport 
aux moyennes sont nette- 
ment inférieurs aux erreurs 
de mesures. En ce qui con- 
cerne le taux de croissance, 
aucun des chiffres indivi- 
duels ne s’éloigne de plus 
de 4 p. 100 de la moyenne 
générale (1,16 divisions a 
Vheure). L’influence des 
trois vitamines essayées est 
également insensible lorsque 
Von considére la croissance 
totale des cultures. Les 
écarts les plus marqués par 
rapport & la moyenne géné- 

7 2 J Te) rale (44,6) ne dépassent 

Croissance des deux cultures de B. coli, dune pas 3. La figure ci-contre 

part en milieu synthétique pur, d’autre part illustre avec précision ces 
dans le méme milieu additionné de nicotina- yésultats négatifs. 

mide (4X 40— 8), daneurine (2X10—§) et De ces quelques expérien- 

d’acide ascorbique (10 —°). Les croissances 


: ces il est donc permis de 
des deux cultures sont rigoureusement super- “| Va id iS 
posables. conclure que amide d 


l’acide nicotinique, l’aneu- 

rine et lacide ascorbique 
n’exercent aucune influence mesurable, tout au moins aux concen- 
trations essayées, sur la croissance des cultures de B. coli en milieu 
synthétique. Leur présence a l'état de traces dans les glucides ne 
semble pas pouvoir constituer une cause d’erreur pour la détermina- 
lion des taux de croissance limite. 

D’un point de vue plus général, ce résultat négatif offre un certain 
intérét grace a la précision des méthodes mises en ceuvre. Il semble 
qu’il permette de classer définitivement B. coli parmi les especes bacté- 
riennes qui, non seulement sont capables de faire la synthése de ces 
trois facteurs essentiels de croissance, mais encore l’effectuent assez 
facilement, c’est-a-dire assez vite, pour qu’un apport exogéne de ces 
yilamines n’exerce aucune influence sensible sur la croissance. 

Knfin, on peut noter en passant que l’acide ascorbique, malgré sa 
parenté de structure avec les hexoses, ne parait pas étre utilisable 
comme aliment carboné par B. coli. 


S50 aie 

o Mileu synthétique pur 

4 Milieu synthétique 
+B, ,C e BP 


40 


30 


, 


Densite optique 


20 


10} 


Le Gérant: G. Masson. 
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